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  As purinas e as pirimidinas extracelulares (e.g. ATP, ADP, UTP e UDP) estão 
envolvidas na fisiopatologia de várias doenças cardiovasculares. O conhecimento do 
efeito do ATP (e nucleótidos relacionados) sobre o automatismo cardíaco é limitado, 
pelo que este estudo visou avaliar o seu papel sobre a atividade cardíaca espontânea. 
Os nucleótidos de adenina, ATP e ADP (100 µM), reduziram transitoriamente a 
força de contração (Fase I), à qual se seguiu um período de recuperação progressivo 
(Fase II) que foi mantido até à remoção dos nucleótidos do meio de incubação. O ATP 
e o ADP (100 µM) reduziram de forma imediata e sustentada a frequência de 
contração auricular. A adenosina (ADO, 100 µM) diminuiu ambos os parâmetros 
avaliados. O bloqueio seletivo de recetores A1 (A1AR) com DPCPX (100 nM) atenuou 
as respostas crono- e inotrópicas negativas do ATP, do ADP e da ADO. O inibidor das 
E-NTPDases, POM-1 (100 µM), sensibilizou as aurículas à ação inibitória do ATP. O 
análogo estável do ATP, ATPγS (100 µM), exerceu um efeito cronotrópico negativo 
que foi antagonizado pela DPCPX (100 nM), mas ao contrário do ATP (100 µM) 
promoveu um aumento do inotropismo auricular. O antagonista seletivo do recetor 
P2X4 (P2X4R), 5’-BDBD (10 µM), atenuou o efeito cronotrópico negativo do ATP e 
sensibilizou as aurículas à ação inotrópica negativa do nucleótido. A ivermectina (10 
µM), um modulador alostérico dos P2X4R, favoreceu o cronotropismo negativo do ATP 
de forma dependente do bloqueio pela DPCPX. Os antagonistas seletivos dos 
recetores P2X7, A-438079 (3 µM), e P2Y1, MRS2179 (0,3 µM), aumentaram o efeito 
inotrópico negativo do ATP e do ADP, respetivamente. O UTP (100 µM), ao contrário 
do UDP, aumentou a força de contração na Fase II. 
Os resultados sugerem que a ativação de P2X4R pelo ATP e de A1AR pela 
ADO formada endogenamente atuam sinergicamente por um mecanismo ainda 
desconhecido para reduzir a frequência de contração espontânea das aurículas 
isoladas de ratazana. O efeito inotrópico negativo da ADO formada a partir dos 
nucleótidos de adenina é parcialmente contrariado pela ativação de recetores P2X7 
e/ou P2Y1 respetivamente pelo ATP e pelo ADP existentes no meio extracelular. 
Conclui-se, portanto, que existe uma separação molecular entre os mecanismos 
responsáveis pelos efeitos crono- e inotrópicos dos nucleótidos da adenina e uracilo 
nas aurículas de ratazana. 
PALAVRAS-CHAVE: ATP, ADP, ADO, E-NTPDases, A1AR, recetores P2, 









  Extracellular purines and pyrimidines (e.g. ATP, ADP, UTP e UDP) are involved 
in the pathophysiology of various cardiovascular diseases. The knowledge about the 
role of ATP (and related nucleotides) on cardiac automatism is very limited. Therefore, 
this study was designed to evaluate their role on spontaneous cardiac activity. 
  The adenine nucleotides, ATP and ADP (100 µM), exerted a transient reduction 
in the amplitude of contraction (Phase I), followed by a gradual recovery (Phase II) that 
remained until washout of the nucleotides. ATP and ADP (100 µM) consistently 
decreased the frequency of atrial contractions. Adenosine (ADO, 100 µM) decreased 
both the frequency and the force of spontaneous atrial contractions during Phases I 
and II. The selective blockade of A1 receptors (A1AR) with DPCPX (100 nM) attenuated 
the negative chrono- and inotropic responses of ATP, ADP and ADO. The E-NTPDase 
inhibitor POM-1 (100 µM) sensitized atria to negative chrono- and inotropic effects of 
the nucleotide. The stable ATP analogue, ATPγS (100 µM), caused a sustained 
negative chronotropic effect, which was attenuated by DPCPX. In contrast to ATP, 
ATPγS (100 µM) increased atrial inotropism in Phase II. The P2X4 receptor (P2X4R) 
antagonist, 5'-BDBD (10 µM), attenuated the negative chronotropic effect of ATP and 
sensitized atria to the negative inotropic action of the nucleotide. Ivermectin (10 µM), a 
P2X4R positive allosteric modulator, significantly potentiated the negative 
chronotropism of ATP, an effect that was abolished by DPCPX. Blockade of P2X7, with 
A-438079 (3 µM), and P2Y1 receptors, with MRS2179 (0.3 µM), favoured the negative 
inotropism of ATP and ADP, respectively. UTP (100 µM), in contrast to UDP (100 µM), 
increased the strength of atrial contractions during Phase II. 
  Data suggest that ATP and its metabolite ADO, respectively via P2X4R and 
A1AR, act synergistically to promote negative chronotropic effect in spontaneously 
beating rat atria. The A1-receptor-mediated negative inotropic action of ADO is partially 
counteracted by ATP and ADP acting through P2X7 and P2Y1 receptors. This study 
also shows that the molecular mechanisms responsible for the chrono- and inotropic 
effects of adenine and uracil nucleotides in the rat isolated atria are distinct. 
KEYWORDS: ATP, ADP, ADO, E-NTPDases, A1AR, P2 receptors, chronotropism 
and inotropism. 
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1. Anatomia e Fisiologia Cardíaca 
O coração é o órgão central do sistema cardiovascular e tem como principal 
função bombear o sangue para todo o organismo. Anatomicamente, o coração é 
constituído por duas cavidades superiores de paredes relativamente finas (aurículas 
direita e esquerda) e por duas cavidades inferiores de paredes mais espessas 
(ventrículos direito e esquerdo) (Iaizzo, 2009) (Figura 1). As aurículas recebem o 
sangue da circulação sistémica ou dos pulmões e enviam-no para os ventrículos, que 
por sua vez impulsionam o mesmo através da circulação pulmonar (pelo ventrículo 
direito) ou da circulação periférica (pelo ventrículo esquerdo) (Scanlon, 2007). 
O coração é um músculo especializado, diferente do músculo esquelético, 
capaz de sustentar o batimento contínuo. A sequência dos eventos cardíacos que 
ocorrem desde o início de um batimento cardíaco até o início do próximo é, no seu 
conjunto, designada de ciclo cardíaco. Para que tal fenómeno acorra, a capacidade de 
bombeamento do coração requer uma coordenação precisa das células miocárdicas. 
Estas, dispostas em série e em paralelo entre si, contêm miofibrilas contráteis, 
nomeadamente filamentos de actina e de miosina, imprescindíveis no despoletar da 
contração. A contração de cada célula é acionada através de impulsos elétricos 
excitatórios gerados em fibras especializadas (fibras musculares excitatórias e 
condutoras especializadas), sendo transmitidos ao restante miocárdio sob a forma de 
potenciais de ação. A geração espontânea destas correntes iónicas é responsável 
pela ritmicidade cardíaca (Hall, 2006), um processo espontâneo iniciado pelas células 
marcapasso (Golan, 2012). Estas células especializadas possuem, assim, capacidade 
de se autodespolarizarem acima de um dado limiar de excitabilidade de uma forma 
rítmica (exibindo automatismo); localizam-se no nó sinusal (SA), nó aurículo-
ventricular (AV) e sistema de condução ventricular (feixe de His e fibras de Purkinje) 
(Ganong, 2003; Van De Graaff, 2013) (Figura 1). Cada ciclo é iniciado pela geração 
espontânea de um potencial de ação no nó SA, localizado na parede lateral superior 
da aurícula direita, perto da abertura da veia cava superior (Guyton, 2006; Scanlon, 
2007) (Figura 1). A transmissão de impulsos a partir do nó SA para o nó AV e para o 
resto do miocárdio auricular gera a sístole auricular. O feixe de His recebe impulsos a 
partir do nó AV e transmite-os para os seus ramos direito e esquerdo. Estes viajam ao 
longo das fibras de Purkinje para o resto do miocárdio ventricular perfazendo a sístole 





comandado pela geração e transmissão dos impulsos elétricos através do miocárdio, 
causando situações de sincronia / dessincronia auriculares e ventriculares, que são 
em última análise as responsáveis pela fase de relaxamento (diástole) sucedida por 
uma fase de contração (sístole) de forma coordenada para que o sangue no interior do 
coração seja impulsionado das veias que o recebem para as artérias que o evacuam 
(Van De Graaff, 2013). Em suma verifica-se que o ciclo cardíaco é, então, uma 
sequência de eventos mecânicos, regulada pela atividade elétrica do miocárdio 
(Scanlon, 2007).  
 
Fig. 1 – Representação esquemática de um corte longitudinal do coração, evidenciando as suas cavidades anatómicas superiores 
(aurícula direita e esquerda) e inferiores (ventrículo direito e esquerdo) e o sistema de condução elétrico intrínseco cardíaco a verde 
(nó sinusal, nó aurículo-ventricular, feixe de His e respetivos ramos esquerdo e direito e fibras de Purkinje). As setas indicam o 
sentido pelo qual ocorre a condução elétrica no tecido cardíaco (Adaptado de Jiang & Mangharam, 2013). 
   
  Em condições fisiológicas são as células do nó SA que determinam o ritmo de 
contração cardíaco, uma vez que a velocidade de geração dos impulsos elétricos 
destas células supera a velocidade das restantes células. Juntas, as células 
marcapasso compõem o sistema de condução cardíaco (Figura 1). Além disso, o 
músculo cardíaco é composto por um segundo tipo de células especializadas, as 
células não marcapasso. Estas incluem os miócitos auriculares e ventriculares que 
contraem em resposta à despolarização e são responsáveis pela maior parte da 
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Embora o coração seja capaz de gerar e manter o seu próprio batimento 
(automatismo cardíaco), a sua atividade pode ser alterada como resultado da 
adaptação a diferentes situações e controlada por intermédio dos nervos cardíacos 
(Figura 2) e das hormonas circulantes. O sistema nervoso autónomo (SNA) modula a 
frequência cardíaca, bem como a força de contração (Scanlon, 2007). Assim, para 
além do coração estar sob a influência de uma rede neuronal intrínseca (intracardíaca) 
(Figura 1), está também sob o controle de um rico suplemento de fibras nervosas 
aferentes e eferentes (simpática e parassimpática) do SNA (Ter Horst, 2000) (Figura 
2). 
 
Fig. 2 – Representação esquemática da regulação nervosa do coração, evidenciando a interação entre o sistema nervoso intrínseco 
autónomo e o músculo cardíaco. Os nervos parassimpáticos (representados a azul) e os nervos simpáticos (representados a 
vermelho) regulam o sistema de condução elétrico cardíaco (representado a amarelo). Por consequência, o sistema nervoso 
autónomo influencia a frequência e a força de contração (Adaptado de Scanlon, 2007).  
 
O sistema nervoso intrínseco interatua com a inervação eferente de uma forma 
complexa, auxiliando na manutenção do débito cardíaco (Ter Horst, 2000). A 
estimulação dos terminais nervosos parassimpáticos, veiculada pelo nervo vago, 
promove um efeito cardiodepressor (Olshansky et al., 2008), tendo como 
neurotransmissor a acetilcolina (ACh) que atua nos recetores muscarínicos do subtipo 
M2 (M2R) (Ter Horst, 2000). Por outro lado, a estimulação simpática, por via da 
noradrenalina (NA), atuando principalmente nos recetores β1-adrenérgicos (β1R), 
desencadeia no tecido cardíaco um aumento da frequência de geração de impulsos 
(cronotropismo positivo), da velocidade de condução (dromotropismo positivo), da 
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contractilidade (inotropismo positivo) e da dilatação das artérias coronárias permitindo 
ao coração responder às necessidades metabólicas do organismo (Ter Horst, 2000). 
Assim, em condições fisiológicas, o controlo da geração de estímulos pelas células do 
tecido cardíaco é alcançado pelo equilíbrio estabelecido entre a estimulação do SNA 
simpático e parassimpático, via recetores adrenérgicos e muscarínicos, 
respetivamente (Brodde, 1999). A regulação da atividade “marcapasso” pode também 
ser modulada por outros mecanismos não-neuronais, como por exemplo: 
catecolaminas em circulação, alteração das concentrações iónicas plasmáticas, 
hipóxia e fármacos (Klabunde, 2005). 
 
2. Purinas no Sistema Cardiovascular 
Nas últimas décadas tem-se assistido a um progresso significativo no 
desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de várias doenças 
cardiovasculares. Apesar deste esforço, estas doenças são ainda responsáveis por 
aproximadamente metade (~50%) dos casos de morte prematura na maioria dos 
países (Szentmiklosi et al., 2011). Torna-se, assim, premente prosseguir a pesquisa 
de forma a encontrar novas ferramentas farmacológicas, sendo para isso fundamental 
definir novos alvos moleculares. Uma vez que as purinas como o 5’-trifosfato de 
adenosina (ATP) e os seus metabolitos estão envolvidos na fisiopatologia de 
numerosas doenças cardiovasculares (e.g. isquemia-reperfusão, arritmias e 
hipertensão), fármacos que controlem a atividade de recetores para estas moléculas 
podem ser a chave para o sucesso no combate à mortalidade provocada por estas 
doenças. 
O estudo clássico de Drury e Szent-Györgyi, em 1929, estabeleceu que o ATP 
e seus derivados poderiam exercer efeitos cardíacos relevantes (Drury & Szent-
Gyorgyi, 1929). Estes autores observaram que a adenosina (ADO), metabolito 
resultante do ATP, provocava um bloqueio cardíaco temporário, quando da injeção de 
extratos de tecidos cardíacos, por via intravenosa, num animal inteiro. Assim, 
descreveram os nucleótidos e nucleósidos de purina como sendo capazes de exercer 
efeitos proeminentes no sistema cardiovascular (Eltzschig, 2009; Burnstock et al., 
2010). Desde então, inúmeros estudos foram efetuados no sentido de caraterizar o 
papel dos nucleótidos e nucleósidos de purina no músculo cardíaco. 
Há quase 30 anos foi publicada a primeira revisão abrangente sobre os efeitos 
eletrofisiológicos do ATP e da ADO no músculo cardíaco (Belhassen & Pelleg, 1984). 
Naquela época, pouco se sabia sobre o mecanismo de ação destes dois compostos 





extensivo do ATP como fármaco de eleição para o tratamento agudo de taquicardias 
supraventriculares paroxísticas (PSVT). Atualmente, a ADO administrada por via 
endovenosa é amplamente usada na prática clínica, nomeadamente como primeira 
linha de tratamento na conversão imediata de PSVT, assim como agente de controlo 
da frequência ventricular na fibrilhação auricular (Belhassen & Pelleg, 1984; Mustafa et 
al., 2009). A sua rápida eficácia, reduzido tempo de semi-vida e menor efeito 
hipotensor quando comparado com outros fármacos recomendados, como os 
bloqueadores de canais de cálcio (Ca2+) sensíveis à voltagem do tipo L [Cav1 (tipo L)], 
caso do verapamil, justificam o uso da ADO como um fármaco anti-disrítmico 
(Blomstrom-Lundqvist et al., 2003). 
Na literatura são inúmeros os dados acerca da ação das purinas, como o ATP 
e o 5’-difosfato de adenosina (ADP), e das pirimidinas, como o 5'-trifosfato de uridina 
(UTP) e o 5’-difosfato de uridina (UDP), nos processos biológicos, tais como na função 
cardíaca, fluxo sanguíneo e distribuição de oxigénio, na neurotransmissão do sistema 
nervoso central e nas respostas inflamatórias (Yegutkin, 2008). 
 
2.1 - Purinas e Pirimidinas 
Os nucleótidos são moléculas essenciais, derivadas das glicosaminas, que 
desempenham um importante papel nos processos biológicos. Estão envolvidos na 
transmissão genética e no armazenamento e recuperação da informação biológica, 
pois são as unidades básicas dos ácidos nucleicos (Metzler, 2001; Alberts et al., 
2004). Cada nucleótido é constituído por três partes essenciais: uma pentose (açúcar 
com cinco carbonos), uma base azotada e um grupo fosfato. Estas bases, 
constituintes dos ácidos nucleicos, são compostos aromáticos heterocíclicos 
hidrofóbicos que derivam de pirimidinas, se contêm um anel de 6 átomos, ou de 
purinas, se contêm dois anéis fundidos de 5 e 6 átomos de carbono e azoto (Murray, 
2003; Koolman, 2005). As bases mais comuns são a adenina, a guanina (purinas) e a 
citosina (pirimidina); estas são constituintes do ácido desoxirribonucleico (ADN) e do 
ácido ribonucleico (ARN), os principais ácidos nucleicos. A base timina (pirimidina) é 
encontrada apenas no ADN, enquanto o uracilo (pirimidina) só pode ser encontrado no 
ARN (Lodish, 2004). 
Há um interesse crescente sobre os efeitos dos nucleótidos de adenina e 
uracilo no sistema cardiovascular. Os efeitos cardíacos das purinas, tais como o ATP, 
o ADP e a ADO, têm sido extensivamente estudados desde os primeiros resultados 
funcionais. No entanto, poucos são os estudos que se têm centrado sobre o efeito de 





uracilo são importantes moléculas sinalizadoras que medeiam os seus efeitos pela 
ativação de recetores específicos na superfície celular dos miócitos cardíacos, os 
recetores purinérgicos, recetores sensíveis a purinas e a pirimidinas (Fredholm et al., 
1997; Burnstock, 2004). 
 
2.2 - Recetores Purinérgicos 
Em 1970 foi proposto o ATP como molécula sinalizadora que poderia atuar 
como neurotransmissor convencional para iniciar efeitos biológicos potentes 
(Burnstock et al., 1970). Implícita a esta ideia foi a presença de purinorecetores, que 
levou Burnstock (1978) a sugerir que os efeitos biológicos dos nucleótidos de adenina 
e ADO são mediados por recetores purinérgicos (Burnstock, 1978). Com base em 
estudos de clonagem molecular, um determinado número destes recetores são agora 
reconhecidos. Estes estão divididos em dois grandes grupos: recetores purinérgicos 
P1 e recetores purinérgicos P2 (Burnstock & Meghji, 1981). 
 
2.2.1 - Recetores Purinérgicos P1 
Os recetores P1 são sensíveis à ADO (Van Calker et al., 1979), o produto 
resultante da metabolização do ATP, e são bloqueados por metilxantinas; são 
conhecidos estrutural, funcional e farmacologicamente 4 subtipos de recetores P1: A1, 
A2A, A2B e A3 (A1AR, A2AAR, A2BAR, A3AR) (Burnstock, 2007) (Figura 3). A 
caracterização destes subtipos é baseada no seu perfil farmacológico específico, 
acoplamento a membros de famílias de proteínas ligadas a nucleótidos de guanina 
(proteínas G) e mecanismos de sinalização envolvendo a ativação específica do 
subtipo de recetores de adenosina (AR) (Fredholm et al., 2001). Estruturalmente, os 
AR identificados até ao momento apresentam-se sob a forma de proteínas com sete 
domínios transmembranares (Jacobson et al., 1992) (Figura 3). Estes recetores 
metabotrópicos modulam respostas celulares através de mecanismos de transdução 
de sinal associados a três proteínas G intracelulares: proteína G de carácter 
estimulatório (Gs), proteína G de carácter inibitório (Gi) e proteína Gq/11 (Dzimiri, 2002). 
A sinalização dos AR ocorre mediante alterações na atividade da ciclase do adenilato 
(AC), resultando em alterações subsequentes dos níveis de 5’-monofosfato de 
adenosina cíclico (AMPc) intracelular como segundo mensageiro (Fredholm, 2007). A 
ativação dos A1AR e A3AR resulta na redução da produção de AMPc, por via da 
inibição da atividade da AC, através do acoplamento à proteína Gi (Figura 3). A 





intermédio do acoplamento à proteína Gq/11, com um consequente aumento na 
produção de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (Szentmiklosi et al., 
2011), responsável pela ativação da proteína cinase C (PKC) (Figura 3). Pelo 
contrário, a ativação dos A2AAR e A2BAR é capaz de estimular a enzima AC por 
intermédio de proteínas Gs e, portanto, provocar um aumento de AMPc (Szentmiklosi 
et al., 2011) (Figura 3). Adicionalmente, o A2BAR também se encontra acoplado à 
proteína Gq/11 levando, portanto, a uma posterior ativação da PLC e consequente 
aumento de IP3 e Ca
2+ (Szentmiklosi et al., 2011) (Figura 3). É ainda importante referir 
que o A1AR está acoplado a canais específicos de potássio (K
+), através da interação 
das subunidades βγ de proteínas Gi (G protein-gated inwardly rectifying K channels, 
GIRK ou KIR3.1/3.4). Nos pequenos roedores, a ADO liga-se com maior afinidade aos 
A1AR e A2AAR (valores de Ki de 10-30 nM), tendo uma afinidade intermédia para os 
A3AR (1 μM, na ratazana) e uma menor afinidade para o A2BAR (Ki>1 μM) (Jacobson, 
2009). 
 
Fig. 3 – Representação esquemática das vias de sinalização associadas aos recetores purinérgicos P1. A ativação dos A1AR e A3AR 
normalmente inibe a atividade da AC através da ativação de proteínas Gi, diminuindo os níveis AMPc intracelulares. A ativação dos 
A2AAR e A2BAR geralmente aumenta a atividade da AC através da ativação de proteínas Gs, com consequente aumento da 
concentração de AMPc intracelular. A ativação da PLC induzida pelos A2BAR e dos A3AR ocorre através de proteínas Gq, 
conduzindo a um aumento intracelular de DAG e IP3 (Adaptado de Duarte-Araújo, 2011). 
 
2.2.2 - Recetores Purinérgicos P2 
Os recetores P2 medeiam as ações extracelulares dos nucleótidos de adenina 
e uracilo (ATP, ADP, UTP, UDP) e estão distribuídos pelo organismo de forma 
generalizada, participando na regulação de praticamente todos os processos 
fisiológicos (Surprenant & North, 2009). Estes recetores englobam duas famílias 
distintas, os recetores P2X (P2XR) ionotrópicos e os recetores P2Y (P2YR) 
metabotrópicos (Fredholm et al., 1994; Burnstock, 2004). Os P2XR subdividem-se em 
7 subtipos (1-7); tratam-se de canais iónicos intrínsecos ativados por ligando de ação 
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rápida capazes de alterar a permeabilidade da membrana celular a catiões pequenos, 
tais como o sódio (Na+), o K+ e o Ca2+, levando à despolarização celular e a elevações 
transitórias do Ca2+ livre citosólico (Bean, 1992) (Figura 4). 
 
Fig. 4 – Representação esquemática das vias de sinalização associadas aos recetores purinérgicos P2. Os P2XR são ionotrópicos e a 
sua ativação abre uma conduta catiónica, resultando na hiperpolarização celular via efluxo de K+ e influxo de Na+ e Ca2+ 
extracelular. Os recetores P2Y1,2,4,6,11 são recetores acoplados a proteína G e a sua ativação, através de proteínas Gq, conduz à 
ativação da PLC gerando DAG e IP3, e um consequente aumento de Ca
2+ citosólico a partir das reservas intracelulares. A ativação 
dos recetores P2Y12,13,14, também recetores metabotrópicos, inibe a atividade da AC através da ativação de proteínas Gi, diminuindo 
os níveis AMPc intracelulares (Adaptado de Duarte-Araújo, 2011). 
 
Por seu turno, os P2YR são subdivididos em 8 subtipos (1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 e 
14) e são todos acoplados a proteínas G (Burnstock & Kennedy, 1985; Burnstock, 
1996; von Kugelgen & Wetter, 2000). A família de P2YR é subdividida em dois grupos 
estruturalmente distintos. O primeiro grupo, composto pelos subtipos P2Y1, P2Y2, 
P2Y4, P2Y6 e P2Y11 (P2Y1R, P2Y2R, P2Y4R, P2Y6R e P2Y11R, respetivamente), acopla 
a proteínas Gq e estimula a PLC, seguida de aumentos nos fosfatos de inositol 
intracelulares bem como na mobilização das reservas de Ca2+ intracelulares (Figura 4). 
Adicionalmente, o recetor do subtipo P2Y11 pode ainda estar acoplado a proteínas Gs, 
podendo induzir um aumento na atividade da AC (O'Connor et al., 1991; Nicholas et 
al., 1996a; Communi et al., 1997) (Figura 4). Os membros do segundo grupo, os 
receptores P2Y12, P2Y13 e P2Y14 (P2Y12R, P2Y13R e P2Y14R, respetivamente) estão 
acoplados a proteínas Gi, levando à inibição da AC e consequentemente à diminuição 
intracelular dos níveis de AMPc (von Kugelgen, 2006; Erlinge & Burnstock, 2008; 
Koles et al., 2008) (Figura 4). 
Os P2XR são mais restritos estruturalmente do que os P2YR em termos de 
seletividade para o agonista. De facto, os P2XR são ativados exclusivamente pelo 
ATP, enquanto os P2YR podem ser ativados por vários nucleótidos extracelulares 
(e.g. ATP, ADP, UTP e UDP) (Robson et al., 2006). O UTP, UDP e UDP-glucose 








O UTP é um agonista de P2Y2R (Nicholas et al., 1996b) e P2Y4R (Communi et al., 
1996a). O P2Y6R é ativado pelo UDP (Communi et al., 1996b; Nicholas et al., 1996b) e 
o UDP-glucose ativa P2Y14R (Freeman et al., 2001). O P2Y2R é ativado tanto por UTP 
como por ATP. Estes purinorecetores P2 também são subdivididos com base na 
ordem de potência de análogos do ATP (Burnstock & Kennedy, 1985). O P2XR é 
ativado mediante a seguinte ordem de potência: α,β-metilenoadenosina-5´-trifosfato 
(α,β-meATP)>ATP>2-metiltioadenosina-5´-trifosfato (2-meSATP), enquanto o P2YR é 
ativado segundo uma ordem de potência inversa (Burnstock & Kennedy, 1985). No 
entanto, elucidar os papéis desempenhados pelos membros da família P2X e P2Y tem 
sido complicado pela carência de ferramentas farmacológicas. Além disso, existe uma 
dificuldade adicional com a descoberta de que os P2XR podem interagir para formar 
complexos heteroméricos com perfis farmacológicos e funcionais distintos quando 
comparadas com as suas subunidades homoméricas (Koles et al., 2008). Da mesma 
forma, os subtipos de P2YR podem formar homo- ou hetero-oligómeros uns com os 
outros ou com os AR (Koles et al., 2008). 
 
2.2.3 - Expressão de Recetores Purinérgicos 
Os recetores dos nucleótidos de adenina e uracilo são expressos de forma 
ubiquitária nos sistemas nervoso central e periférico, imunitário, inflamatório, 
cardiovascular e muscular. Muitos destes subtipos de recetores têm sido encontrados 
no coração (Vassort, 2001). Uma descrição detalhada da distribuição de recetores 
purinérgicos nas diferentes regiões do coração deve facilitar uma melhor compreensão 
da função cardíaca destes recetores. 
 Os diferentes subtipos de AR encontram-se expressos em diferentes tipos de 
células (incluindo neurónios intra- e extracardíacos, cardiomiócitos, fibroblastos, 
células do músculo liso vascular e células endoteliais), embora haja uma expressão 
diferencial entre os diversos tipos celulares existentes no coração, podendo também 
variar entre as diferentes espécies animais (Jacobson, 2009). Os A1AR estão 
predominantemente localizados nos cardiomiócitos enquanto os A2AAR e A2BAR estão 
localizados abundantemente no endotélio e músculo liso vascular, encontrando-se 
com baixa densidade nos cardiomiócitos (Mustafa et al., 2009). 
Relativamente aos membros das duas famílias de recetores P2, P2X e P2Y, 
estes estão abundantemente expressos no coração (Bogdanov et al., 1998; Vassort, 
2001). Vários membros da família de P2YR como P2Y1, 2, 4, 6 são encontrados nos 
tecidos cardíacos e são acoplados à PLC pela via da proteína Gq (Morris et al., 1990; 





recetores P2 no nó SA e no músculo cardíaco, demonstrou a existência de uma 
distribuição diferencial dos recetores P2 nas várias regiões do coração de ratazana e 
humano. Por exemplo, o P2X5R foi o P2XR mais abundante em todas as regiões do 
coração de ratazana (e.g. ventrículo esquerdo, aurícula direita e nó SA), seguindo-se o 
P2X7R, enquanto os recetores P2Y2 e P2Y14 foram os P2YR que apresentaram níveis 
mais elevados de ARNm na aurícula direita e nó SA, respetivamente (Musa et al., 
2009). Para além disso, foram observadas diferenças importantes na distribuição dos 
recetores P2 entre coração de ratazana e humano. 
Resta, contudo, relacionar os níveis de expressão génica (maioria dos 
trabalhos anteriores) com a localização de recetores funcionais na membrana 
plasmática, onde estes exercem primariamente o seu papel. 
 
2.3 - Nucleótidos de Adenina 
Os nucleótidos de adenina desempenham um papel importante nos sistemas 
biológicos, modulando a função gastrointestinal e hepática, auxiliando a regulação das 
respostas de células epiteliais e o crescimento e proliferação celular, a indução de 
apoptose, a formação de placas ateroscleróticas e a reabsorção óssea (Vassort, 2001; 
Yegutkin, 2008). Assiste-se atualmente a um crescente interesse em torno dos efeitos 
da ativação dos recetores P2 pelo ATP e os seus derivados no sistema cardiovascular. 
Estes existem de forma ubiquitária dentro e / ou fora de todas as células vivas, 
desempenhando múltiplos papéis fisiológicos, de modo a manter a homeostasia das 
mesmas. O ATP intracelular desempenha um papel crítico bem estabelecido no 
metabolismo celular e energético e o ATP extracelular atua como um regulador 
fisiológico local, onde os seus efeitos são mediados por recetores na superfície celular. 
 
2.3.1 - Origem dos Nucleótidos de Adenina 
O ATP é o composto energético mais importante das células vivas; em média, 
em cada dia, o corpo humano produz e metaboliza o ATP no valor igual ao seu peso. 
Este nucleótido é formado por uma cadeia de três resíduos de fosfato ligados ao grupo 
5’-OH do nucleósido de ADO. A nível cardiovascular, os nucleótidos de adenina, sob a 
forma de ATP, consistem na principal fonte de energia do trabalho cardíaco (Ingwall, 
2007). Porém, independentemente das condições a que o músculo esteja sujeito, as 
suas concentrações são controladas de forma estreita, garantindo assim a regulação 





fluxo sanguíneo coronário, estabelecendo uma interligação entre a função miocárdica 
e as necessidades energéticas (Berne, 1963).  
 
Fig. 5 – Representação esquemática das vias de libertação de nucleótidos. Juntamente com o enorme vazamento de nucleótidos em 
resposta à lesão celular, os nucleótidos podem aparecer no meio extracelular através de diversas vias não líticas, incluindo: 
movimento eletrodifusional através de canais de liberação de ATP; difusão facilitada por transportadores específicos de nucleótidos; 
exocitose vesicular e “ATP halo” pericelular (Adaptado de Duarte-Araújo, 2011). 
 
Está bem estabelecido que existem várias fontes de ATP no coração, tanto em 
condições fisiológicas como em situações de doença. O ATP e outros compostos de 
adenina são frequentemente associados com aminas simpaticomiméticas nas 
terminações nervosas (Lundberg et al., 1983; Meldrum & Burnstock, 1983). Contudo, 
para além das evidências de que o ATP é libertado no coração juntamente com as 
catecolaminas (nomeadamente a NA) a partir dos terminais nervosos simpáticos 
(Hoyle & Burnstock, 1986; Gourine et al., 2009), outros estudos demonstraram que 
este nucleótido pode provir de cardiomiócitos isquémicos, de eritrócitos, da agregação 
plaquetária, de células apoptóticas, do tecido cardíaco e inflamatório e de células 
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endoteliais ou musculares lisas (Forrester & Williams, 1977; Pearson & Gordon, 1979; 
Clemens & Forrester, 1981; Fredholm et al., 1982; Gordon, 1986; Vial et al., 1987; 
Christie et al., 1992; Vassort, 2001). O ATP libertado pelos terminais nervosos 
simpáticos parece ser funcionalmente importante na região pacemaker porque alguns 
dos efeitos da estimulação do nervo simpático, incluindo a taquicardia, podem ser 
reproduzidos pela aplicação de ATP. Além disso, a fase precoce da taquicardia pode 
ser suprimida após a dessensibilização de purinorecetores P2 (Bramich et al., 1990). 
Assim, o ATP libertado a partir das terminações nervosas simpáticas pode aumentar 
ainda mais a contratilidade cardíaca estimulada pelos β1R de forma aditiva ou mesmo 
de forma sinérgica (Zheng et al., 1992). Estes resultados estabelecem o envolvimento 
do ATP e de purinorecetores na regulação do ritmo cardíaco. 
Uma vez que os nucleótidos são moléculas altamente polarizadas e não podem 
passar livremente as membranas celulares, as suas vias de libertação são um assunto 
de grande debate. Os nucleótidos extracelulares podem ser libertados massivamente 
para o espaço extracelular em resposta ao stresse ou à lesão celular (Figura 5). Para 
além disso, três mecanismos não líticos de efluxo de nucleótidos representam um 
percurso distinto e importante no aparecimento de nucleótidos no meio extracelular 
(Yegutkin, 2008). Os mecanismos celulares propostos incluem: (1) movimento 
eletrodifusional através de canais iónicos na membrana e durante a formação destes, 
incluindo hemicanais e canais ativados pela voltagem; (2) difusão facilitada por 
transportadores ATP-binding cassette (ABC) específicos de nucleótidos; (3) tráfego 
vesicular clássico e secreção exocítica de grânulos (Figura 5). No entanto, 
considerando que a ativação de recetores P2 ocorre a concentrações na gama de 10-6 
a 10-4 M, torna-se difícil de explicar os níveis de ATP (nanomolares) nos fluidos 
extracelulares. Estudos recentes mostraram que a maior parte do ATP libertado é 
retido no espaço pericelular e pode ser consumido por ecto-nucleósido trifosfato 
difosfo-hidrolases (E-NTPDases) ligadas à membrana plasmática. Assim, as 
concentrações de ATP que circundam as células são suficientes para desencadear 
respostas purinérgicas - um fenómeno recentemente descrito como "ATP halo" 
(Yegutkin, 2008) (Figura 5). 
Em situações fisiopatológicas como a hipóxia e a isquemia, os miócitos 
cardíacos libertam quantidades elevadas de ATP para o espaço extracelular (Forrester 
& Williams, 1977; Clemens & Forrester, 1981; Vial et al., 1987; Wee et al., 2007). A 
sua concentração extracelular pode variar dramaticamente dependendo das 
circunstâncias, já que a concentração intracelular estimada é de cerca de 1 mM 





nucleótidos, o estado de ativação dos recetores purinérgicos depende em muito de 
condições de stresse ou de estados de doença de determinado órgão. 
 
2.3.2 - Metabolismo de Nucleótidos de Adenina 
O ATP extracelular libertado por vários tecidos após determinados estímulos é 
rapidamente metabolizado em ADO pela via das E-NTPDases, sendo este produto 
transportado para o interior das células onde é metabolizado ou usado como um 
substrato metabólico. Assim, a semi-vida do ATP exógeno administrado por via 
endovenosa é muito curta; na verdade, o ATP não é detetado em amostras de sangue 
retiradas de uma veia de um dado braço durante a administração simultânea de ATP 
(20 mg; bolus rápido) na veia do braço contralateral (Pelleg & Belhassen, 2010).  
Os níveis de ATP no sistema coronário são geralmente bastante baixos (~1 
nM) (Borst & Schrader, 1991) porque o ATP é catabolizado rapidamente (Jorgensen, 
1956; Welford et al., 1987). No entanto, no interstício do coração podem ser medidos 
maiores níveis de ATP (~40 nM) (Kuzmin et al., 1998). Clinicamente, o ATP é utilizado 
no tratamento de arritmias supraventriculares. Uma vez que é rapidamente 
catabolizado em ADO no soro, o ATP bloqueia o nó AV dos pacientes pela resultante 
ativação dos A1AR (que conduz à ativação vagal) (Saito et al., 1986). 
Por causa do seu envolvimento em processos fisiológicos (e.g. coagulação do 
sangue, inflamação vascular, reações imunes e certos tipos de cancro), as E-
NTPDases são consideradas como potenciais alvos terapêuticos (Gendron et al., 
2002). Existem 8 genes que codificam os diferentes subtipos de E-NTPDases. Quatro 
destes subtipos (NTPDase 1, 2, 3, e 8) estão expressos na superfície celular e 
hidrolisam nucleótidos extracelulares (Zimmermann, 2000; Kukulski et al., 2005), 
enquanto os subtipos 5 e 6 exibem uma localização intracelular, sendo posteriormente 
secretados (Figura 6). As NTPDases 4 e 7 estão localizadas exclusivamente no meio 
intracelular voltadas para o lúmen dos organelos celulares citoplasmáticos (Yegutkin, 
2008) (Figura 6). As E-NTPDases desfosforilam uma variedade de nucleótidos 
trifosfatos (e.g. ATP e UTP) e difosfatos (e.g. ADP e UDP) com diferente 
especificidade e afinidade para o substrato. A NTPDase 1, também denominada de 
CD39, apirase ou ATPDase (5’-trifosfato de adenosina difosfohidrolase), hidrolisa o 
ATP e o ADP de forma semelhante; hidrolisa o ATP quase diretamente em 5’-
monofosfato de adenosina (AMP) com a produção de pequenas quantidades de ADP, 
removendo um fosfato de uma vez. Por outro lado, a enzima NTPDase 2, designada 
igualmente como CD39L1, ATPase (5’-trifosfatase de adenosina), tem uma preferência 





lentamente desfosforilado em AMP (Matsuoka & Ohkubo, 2004; Robson et al., 2006). 
A NTPDase 3 (CD39L3) e a NTPDase 8 (ATPDase hepática) são descritas como 
intermediárias funcionais entre a NTPDase 1 e a NTPDase 2 (Kukulski et al., 2005). A 
NTPDase 3 hidrolisa preferencialmente o ATP (5:1). Finalmente, o AMP é hidrolisado 
a ADO e fosfato inorgânico pela ecto-5'-nucleotidase (CD73), uma enzima ancorada a 
glicosilfosfatidilinositol localizada na superfície da célula. Desta forma, o ATP pode 
exercer a sua atividade de uma forma direta ou pela ação dos seus produtos (ADP, 
AMP e ADO). Os efeitos do ATP são maioritariamente mediados pelos P2XR, no 
entanto o composto poderá também exercer efeito nos P2YR, tanto através do ATP 
(P2Y11R) como através do seu produto de metabolismo, o ADP (P2Y1,12,13R) (Erlinge & 
Burnstock, 2008). 
 
Fig. 6 – Biossíntese e catabolismo dos nucleótidos de adenina. As NTPDase 1, 2, 3, e 8 estão expressas na superfície celular e 
hidrolisam nucleótidos extracelulares, enquanto os subtipos 4, 5, 6 e 7 exibem uma localização intracelular. As NTPDases 
desfosforilam uma variedade de nucleótidos trifosfatos (ATP) e difosfatos (ADP) com diferente especificidade e afinidade para o 
substrato. No espaço extracelular, o ATP e os seus produtos de degradação, o ADP e a ADO, ativam subtipos de recetores 
purinérgicos P1 (A1, A2A, A2B e A3) e P2 (P2X1-7 e P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14). Transportador de nucleósido bidirecional (NT) (Adaptado 
de Duarte-Araújo, 2011). 
 
Esta metabolização sequencial não só termina a sinalização do ATP, mas 
também gera intermediários com propriedades de sinalização distintas (Figura 6). A 





contribuição relativa das espécies distintas de E-NTPDases para a modulação da 
sinalização purinérgica pode depender da distribuição celular e tecidual diferencial, da 
regulação da expressão, do alvo para os domínios específicos da membrana, mas 
também da disponibilidade do substrato e da preferência do substrato (Duarte-Araujo 
et al., 2009). Compreender a contribuição efetiva destas enzimas é de importância 
central para prever quando a modulação purinérgica mediada por recetores P2 ganha 
relevância funcional. 
 
2.3.3 - Papel dos Nucleótidos de Adenina na Função Cardíaca 
Como já referido anteriormente, os nucleótidos desempenham um papel 
importante nos sistemas biológicos, existindo várias evidências que suportam a 
relevância do sistema purinérgico na regulação cardiovascular (Olsson & Pearson, 
1990; Ralevic & Burnstock, 1991; Erlinge, 1998). A sinalização pelos nucleótidos de 
adenina é limitada espacial e temporalmente, atuando de forma autócrina e / ou 
parácrina durante um curto período de tempo (Jacobson, 2009). 
Desde que Drury e Szent-Györgyi (Drury & Szent-Gyorgyi, 1929) provaram as 
ações do ATP extracelular no coração e nos vasos sanguíneos, foram descritos vários 
efeitos no sistema cardiovascular. Estes incluem efeitos inotrópicos negativos e 
positivos (dependentes da espécie), cronotrópico e dromotrópico negativos bem como 
efeitos anti-hipertróficos miocárdicos (Vassort, 2001). Uma série de efeitos fisiológicos 
adicionais do ATP no coração têm sido observados, como inibição do transporte de 
glucose (Fischer et al., 1999; Gergs et al., 2008), envolvimento no pré-
condicionamento (Needleman et al., 1974; Zheng et al., 1996) e uma diminuição da 
pressão arterial. Foi sugerido que o efeito vasodilatador do ATP pode ser mediado 
pelo seu produto de degradação, a ADO (Berne, 1963). Isto levou a estudos 
exaustivos sobre os efeitos da ADO no sistema cardiovascular. Só mais tarde foi 
renovado o interesse no ATP per se; em parte, impulsionado pela hipótese de que o 
ATP pode ser um co-transmissor nos nervos adrenérgicos e colinérgicos (Burnstock et 
al., 1970), ao ser libertado a partir de terminais nervosos com a NA e a ACh 
(Burnstock, 1972). 
Vários foram os estudos onde verificaram que os nucleótidos de adenina 
exerciam efeitos depressores no coração dos mamíferos, particularmente nas 
aurículas; estes efeitos consistiam em respostas cronotrópicas e inotrópicas negativas 
(Hollander & Webb, 1957; Hopkins, 1973; Burnstock & Meghji, 1983), um efeito anti-
adrenérgico e uma inibição da neurotransmissão adrenérgica (Burnstock, 1980; Pelleg 





purinérgicos P1, uma vez que foram antagonizados pelo antagonista do AR não 
seletivo, a 8-fenilteofillina. Os efeitos são semelhantes aos da ACh e podem ser 
mediados por um aumento das correntes de K+ (Belardinelli & Isenberg, 1983) e um 
ligeiro decréscimo nas correntes de Ca2+ (Cerbai et al., 1988). 
Um aumento na tensão contrátil por compostos de adenina e / ou ADO também 
tem sido observada em coração de rã (Goto et al., 1976; Flitney & Singh, 1980; 
Burnstock & Meghji, 1981) e de mamíferos (Chiba & Himori, 1975; Dorigo et al., 1988; 
Legssyer et al., 1988) e em cardiomiócitos de mamíferos; podendo atuar em sinergia 
com agonistas β-adrenérgicos para aumentar a contratilidade (Danziger et al., 1988; 
Zheng et al., 1996; Podrasky et al., 1997; Mei & Liang, 2001; Vassort, 2001). Contudo, 
alguns autores têm prestado pouca atenção ao efeito positivo, uma vez que o 
reconhecem como uma recuperação do inotropismo negativo (Jahnel & Nawrath, 
1989). De acordo com alguns estudos, a ADO e o ATP, em concentrações elevadas, 
também induzem um efeito inotrópico positivo em preparações ventriculares (Dorigo et 
al., 1988; Legssyer et al., 1988; Scamps et al., 1990). Em ventrículo de ratazana o 
ATP não exerceu um efeito inotrópico negativo, tendo sido verificado de forma 
consistente um efeito inotrópico positivo ligeiro (Legssyer et al., 1988; Scamps et al., 
1990). Este foi acompanhado por um aumento das correntes de Ca2+ através dos 
canais do tipo L e um consequente aumento de Ca2+ intracelular (Scamps et al., 1990; 
Hirano et al., 1991). O ATP pode não sensibilizar as proteínas contráteis ao Ca2+ 
(Fabiato & Fabiato, 1978), mas pode alcalinizar o citosol, o que pode contribuir para o 
seu efeito inotrópico positivo (Puceat et al., 1993). 
Tendo em conta a sinalização dos recetores P2 e a sua expressão cardíaca é 
expectável que estes possam interferir na função cardíaca através da regulação da 
sinalização mediada pelo Ca2+ intracelular. Em miócitos ventriculares de ratazana, o 
ATP aumenta os transientes de Ca2+ intracelular, associado com um aumento da 
amplitude contrátil dos miócitos (Danziger et al., 1988; De Young & Scarpa, 1989; 
Scamps et al., 1990; Christie et al., 1992). Outros estudos mostram que o ATP tanto 
pode aumentar como diminuir as correntes de Ca2+ do tipo L nos miócitos ventriculares 
(Alvarez et al., 1990; Qu et al., 1993). Alguns autores sugerem que no coração e em 
miócitos da aorta de ratazana o ATP extracelular ativa a repartição de fosfoinositídeos 
e a formação de IP3 (Legssyer et al., 1988), tal como em outras células (Phaneuf et al., 
1987). Este nucleótido modula, ainda, correntes de K+ nas células auriculares 
(Matsuura & Ehara, 1997), ativa correntes catiónicas nas células do nó SA de coelho 
(Friel & Bean, 1988; Shoda et al., 1997), afeta vários trocadores iónicos (Puceat & 
Vassort, 1995) e regula os níveis intracelulares de Ca2+ nas células nodais de anfíbio 





“marcapasso” tem sido objeto de intensa investigação e alguma controvérsia (Ju et al., 
2003; Lyashkov et al., 2007). 
Em aurículas de porquinho-da-índia e ratazana estimuladas eletricamente 
verificou-se um efeito inotrópico negativo inicial do ATP seguido de um efeito 
inotrópico positivo; o efeito inotrópico negativo do ATP foi mediado por recetores P1 da 
ADO, ao ter sido sensível à 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX), um antagonista 
seletivo do subtipo de recetor A1; o efeito inotrópico positivo do ATP foi abolido pela 
suramina (em porquinho-da-índia) ou pelo reactive blue 2 (RB2) (em ratazana) 
(Mantelli et al., 1993; Froldi et al., 1994). Além disso, observou-se que quando os 
recetores inibitórios da ADO eram bloqueados, o ATP produzia um efeito inotrópico 
positivo, provavelmente mediado pela estimulação de P2YR. Gergs e colaboradores 
observaram igualmente uma resposta bifásica do ATP em tecido auricular humano. 
Porém, este efeito não foi sensível à ação dos antagonistas suramina e DPCPX, 
usados anteriormente em aurículas de ratazana, denotando o envolvimento de 
recetores distintos (Gergs et al., 2008). Também é verdade que os efeitos 
desencadeados pelos nucleótidos de adenina (bem como outros mediadores) são na 
maioria das vezes dependentes da espécie estudada, e inclusive do tecido ou da parte 
do tecido avaliado. 
A estimulação dos P2YR pelo ATP induz uma acumulação rápida e transiente 
de IP3 numa variedade de células em cultura, tais como células endoteliais, 
hepatócitos, leucócitos e eritrócitos (Charest et al., 1985). Este efeito está associado a 
um aumento rápido da concentração de Ca2+ citoplasmático (Boeynaems & Pearson, 
1990). Além disso, foi demonstrado que o ATP e outros análogos aumentam a 
concentração de Ca2+ intracelular em miócitos de ratazana com uma ordem de 
potência dos agonistas indicativos do subtipo de P2YR (Bjornsson et al., 1989). Neste 
último estudo, a gama de concentrações do ATP capaz de aumentar o nível de Ca2+ 
intracelular é comparável às concentrações capazes de aumentar a contratilidade nas 
preparações auriculares. Deste modo, avançou-se com a hipótese de que o efeito 
inotrópico positivo induzido pelo ATP é mediado pela estimulação de recetores P2 
específicos, provavelmente pertencentes ao subtipo de P2YR, e que, de acordo com 
observações anteriores, este efeito envolve o aumento na concentração de Ca2+ 
intracelular (Mantelli et al., 1993). Vários estudos sugerem que o ATP estimula o 
aumento do Ca2+ citosólico como resultado do envolvimento do P2Y2R acoplado ao IP3 
e / ou dos P2XR ionotrópicos (Danziger et al., 1988; Froldi et al., 1994; Scamps & 
Vassort, 1994; Podrasky et al., 1997; Mei & Liang, 2001). 
Existem evidências que mostram que os efeitos inotrópicos do ATP dependem 





das catecolaminas, atuando sobre os β1R, são mediados por um aumento do AMPc e 
antagonistas destes recetores são fármacos importantes no tratamento da hipertensão 
e na redução da mortalidade na insuficiência cardíaca congestiva. De forma 
semelhante, o ATP aumenta o AMPc nos cardiomiócitos e pode atuar em sinergia com 
os agonistas dos β1R, como o isoproterenol, mediante a ativação diferencial das 
isoformas da AC sensíveis ao Ca2+ (Flitney & Singh, 1980; Puceat et al., 1998; 
Vassort, 2001). A força de contração miocárdica é marcadamente modulada por 
catecolaminas; após a estimulação β-adrenérgica, o AMPc acumulado ativa a proteína 
cinase A (PKA) que, por sua vez, fosforila várias proteínas envolvidas no acoplamento 
excitação-contração. Apesar destes resultados, ainda não foi esclarecido o subtipo de 
recetor P2 responsável pelo aumento do AMPc devido ao ATP nos cardiomiócitos 
(Vassort, 2001). O envolvimento do P2Y11R na ativação da AC com o acoplamento a 
proteínas Gs é uma possibilidade (Communi et al., 1999; Vassort, 2001). A ativação 
indireta de uma isoforma da AC regulada pelo Ca2+ intracelular, não é possível excluir 
com os dados existentes. 
Os efeitos cronotrópicos do ATP não têm sido facilmente determinados devido 
ao efeito inibitório dominante da ADO resultante do seu metabolismo extracelular no 
nó AV. O ATP aumenta a frequência de contração em co-culturas de neurónios-
miócitos, mas o efeito do nucleótido é marcadamente reduzido em culturas de miócitos 
não inervados (Horackova et al., 1994). O ATP pode ter potencial arritmogénico 
baseado na sua capacidade de aumentar o automatismo e as pós-despolarizações 
precoces (Vassort, 2001). A administração in vivo de ATP em ratazanas adultas 
promoveu um efeito cronotrópico positivo, independente dos recetores P1 e da 
modulação simpática e parassimpática, sem alterar o volume de ejeção (Bilalova et al., 
2000). Apesar destas observações e do facto do P2X1R estar co-localizado com a 
conexina-43 das gap junctions cardíacas responsáveis pela transmissão rápida do 
estímulo contrátil entre os cardiomiócitos (Jiang et al., 2005), não existem evidências 
que suportem o papel importante dos recetores P2 no cronotropismo cardíaco e, 
consequentemente, no aparecimento de disritmias. 
Mei e Liang (Mei & Liang, 2001) verificaram em preparações de coração intacto 
que a ativação do recetor P2 exerce um efeito inotrópico positivo ligeiro, não sendo 
acompanhado por um efeito cronotrópico significativo. Estas observações contrastam 
com o efeito cronotrópico positivo que acompanhou o efeito inotrópico positivo 
induzido pelo agonista β-adrenérgico. Assim, é possível que o aumento da 
contratilidade pelo agonista do recetor P2 ocorra sem o detrimento de um aumento da 
frequência de contração. Esta propriedade pode tornar tal agonista um agente 





inotrópico positivo mediado pelos recetores P2 também exibe uma rápida 
dessensibilização induzida pelo agonista, como a observada com os recetores β-
adrenérgicos, é pouco claro e necessita uma investigação mais aprofundada. Futuros 
estudos são necessários para determinar se o agonista do recetor P2 representa um 
novo alvo terapêutico. 
 
2.4 - Nucleótidos de Uracilo 
A sinalização mediada por nucleótidos de adenina tem sido identificada em 
praticamente todas as células e tecidos. No entanto, o conhecimento sobre a 
sinalização mediada por pirimidinas é mais limitado.  
O mesmo se verifica no que toca à libertação. Embora a libertação de purinas 
tenha sido extensivamente estudada em diversos modelos, poucos estudos existem 
sobre a libertação de pirimidinas. A libertação contínua de UDP-glucose a partir de 
células endoteliais foi detetada, no entanto nenhuma correlação com a libertação de 
ATP foi observada (Lazarowski et al., 2003). Recentemente foi demonstrado que o 
UTP é libertado a partir do coração de porco durante a isquemia cardíaca (Erlinge et 
al., 2005) e que os níveis deste nucleótido estão aumentados durante o enfarte do 
miocárdio em humano, dando a primeira evidência de libertação de UTP no espaço 
extracelular (Wihlborg et al., 2006). Estes nucleótidos de uracilo podem ainda ser 
libertados, tal como os de adenina, em resposta ao stresse ou à lesão celular, bem 
como durante o processo de libertação de neurotransmissores e a formação de canais 
membranares com dimensões suficientes para o seu efluxo a partir do interior das 
células. A libertação destes compostos causa hipertrofia dos cardiomiócitos (Pham et 
al., 2003) e tem um efeito cardioprotetor em miócitos cardíacos em cultura sujeitos a 
hipóxia (Yitzhaki et al., 2005) através da ativação de P2Y2R (Cohen et al., 2011).  
O ATP e o UTP são estruturalmente semelhantes, no entanto a biossíntese das 
pirimidinas é mais complexa. O primeiro produto, o 5’-monofosfato de uridina (UMP), é 
previamente fosforilado para formar um difosfato (UDP) e, em seguida, para formar um 
trifosfato (UTP) (Koolman, 2005). Para além de terem sido descritos inúmeros efeitos 
purinérgicos é também possível encontrar, embora em menor escala, evidências 
experimentais demonstrativas do papel do UTP (e de outros nucleótidos de uracilo) 
como mediadores de vias de sinalização extracelulares importantes (Erlinge & 
Burnstock, 2008). O UTP ativa exclusivamente P2YR metabotrópicos, que por sua vez 
também podem ser alvo dos nucleótidos de adenina ou dos produtos da degradação 
do UTP, como por exemplo o UDP. O P2Y2R é igualmente ativado por UTP e por ATP 





al., 1990; Nguyen et al., 1995; Nicholas et al., 1996b). Relativamente aos recetores P2 
ativados pelos produtos da hidrólise do UTP, salienta-se o P2Y6R ativado por UDP 
(Chang et al., 1995; Nicholas et al., 1996b) e o P2Y14R ativado por UDP-glucose 
(Erlinge & Burnstock, 2008). À semelhança dos nucleótidos de adenina, também os 
nucleótidos de uracilo se revelaram importantes na regulação da função cardíaca. No 
coração de mamíferos, estes nucleótidos exercem múltiplas ações, incluindo efeitos 
electrofisiológicos e inotrópicos (Legssyer et al., 1988; Froldi et al., 1997; Wu et al., 
1998). Em 1994, com Froldi e seus colaboradores, surgiu o primeiro trabalho focando 
o efeito do UTP no coração de mamíferos (Froldi et al., 1994). Analogamente ao 
observado com o ATP, o UTP causou um efeito inotrópico positivo mediado por 
recetores sensíveis à suramina, em aurículas de ratazana e em cardiomiócitos 
ventriculares de ratazana e porquinho-da-índia (Froldi et al., 1994; Froldi et al., 1997; 
Podrasky et al., 1997; Froldi et al., 2001). Além disso, o UTP, tal como o ATP, inibiu e / 
ou estimulou a contractilidade miocárdica; em particular, estes nucleótidos induzem 
diminuições e aumentos no inotropismo basal de forma sequencial (Legssyer et al., 
1988; Froldi et al., 1994). Esta peculiaridade sugere que o ATP e também o UTP 
desempenham uma ação reguladora da atividade cardíaca. No entanto, têm efeitos 
opostos no que respeita às suas ações sobre a hipertrofia cardíaca: o UTP causa 
hipertrofia dos cardiomiócitos neonatais (Pham et al., 2003), contrariamente ao ATP 
que inibe a hipertrofia podendo induzir a apoptose e necrose das células (Zheng et al., 
1996). Num trabalho recente foi sugerido que os P2Y2R estão envolvidos na 
remodelação cardíaca ao induzir uma resposta pró-fibrótica (Braun et al., 2010). 
Também em humanos foram observados efeitos inotrópicos positivos do UTP, 
provavelmente pela ativação de P2Y2R, e demonstrados os efeitos inotrópicos do 
UDP, mediados por P2Y6R através de uma via dependente de IP3. Os análogos 
estáveis do UTP e do UDP, respetivamente o 5´-O-3-tiotrifosfato de uridina (UTPγS; 
agonista P2Y2,4) e o 5´-O-tiodifosfato de uridina (UDPβS; agonista P2Y6), causam um 
efeito inotrópico positivo pronunciado em cardiomiócitos de ratinho (Wihlborg et al., 
2006). Assim, as pirimidinas extracelulares (UTP e UDP) podem ser importantes 
fatores inotrópicos envolvidos no desenvolvimento da doença cardíaca (Wihlborg et 
al., 2006), através da ativação de P2Y2R e P2Y6R, estimulando as mesmas vias 
intracelulares da angiotensina II. Os agonistas sintéticos podem, deste modo, ser 
usados como agentes inotrópicos em situações de choque circulatório e os 
antagonistas poderão ter efeitos benéficos no tratamento da hipertensão e da 
insuficiência cardíaca congestiva, de forma equivalente aos antagonistas dos 








   
 Desde que foi proposta a existência de recetores de superfície para os 
nucleótidos de adenina e uracilo tornou-se claro que estes exercem um papel 
importante na sinalização intercelular, para além da intervenção destas moléculas no 
metabolismo energético das células (Erlinge & Burnstock, 2008). Como foi referido na 
introdução, os nucleótidos extracelulares modulam a função cardiovascular em 
diversas situações, quer fisiológicas quer patológicas, atuando de forma autócrina e / 
ou parácrina. Sabe-se, desde o trabalho pioneiro de Drury e Szent-Györgyi (1929) 
(Drury & Szent-Gyorgyi, 1929), que o ATP exerce efeitos pleomórficos no sistema 
cardiovascular dependentes da ativação de purinoreceptores P2: P2X (ionotrópicos; 7 
subtipos) e P2Y (metabotrópicos; 8 subtipos) (Fredholm et al., 1994; Burnstock, 2004). 
No entanto, esses efeitos podem ser encurtados pela sua rápida metabolização em 
ADP, AMP e ADO pela via das E-NTPDases ligadas à membrana celular. Por 
exemplo, a ADO, atuando nos A1AR, é um importante agente cardiodepressor que 
desencadeia respostas dromotrópicas, cronotrópicas e inotrópicas negativas. 
Estudos prévios, utilizando aurículas esquerdas isoladas estimuladas 
eletricamente, demonstraram que os efeitos do ATP e da ADO surgem numa 
dimensão temporal diferente e são, frequentemente, contraditórios. Contudo, o 
conhecimento do papel do ATP (e dos nucleótidos relacionados) sobre o automatismo 
cardíaco (frequência cardíaca) é muito limitado. Até ao momento poucos foram os 
ensaios realizados sobre esta temática que abordaram a relação entre os níveis de 
ATP e uma eventual sinalização purinérgica; poucos são os dados disponíveis sobre 
os subtipos de purinorecetores e os mecanismos intracelulares responsáveis pelos 
efeitos crono- e inotrópicos desencadeados pelo ATP no miocárdio. Desta forma, o 
objetivo deste projeto visava colmatar falhas na literatura relativamente ao papel dos 
recetores P2 sobre a atividade espontânea do coração, já que grande parte dos 
trabalhos publicados sobre este assunto utilizam tecido miocárdico sujeito a 
estimulação (pacing) elétrica. 
Assim, neste estudo avaliaram-se os efeitos do ATP e dos seus metabolitos 
sobre a frequência (cronotropismo) e a força (inotropismo) de contração de aurículas 
isoladas de ratazana a contrair espontaneamente. 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 
 
1. Animais 
As experiências foram realizadas em aurículas isoladas a contrair 
espontaneamente de ratazanas da estirpe Wistar (Rattus norvegicus) (Charles River – 
CRIFFA, Barcelona, Espanha; Biotério do ICBAS, Porto, Portugal), de ambos os 
géneros e com pesos compreendidos entre os 200-300 g (Figura 7A). Os animais 
foram mantidos em condições ideais de humidade, alimentação, temperatura 
(constante, 21ºC) e um ciclo regular de luz (06:30-19:30 h) – escuro (19:30-06:30 h). A 
manipulação e experiência animal seguiram as indicações definidas pela Diretiva do 
Conselho das Comunidades Europeias (2010 / 63 / UE). 
 
2. Preparações e Condições Experimentais 
 De acordo com as normas éticas respeitantes ao bem-estar animal (Decreto-
Lei nº113 / 2013) procedeu-se à eutanásia dos animais por decapitação, seguida de 
exsanguinação (guilhotina para roedores, Stoelting 51330). O coração (Figura 7B) foi 
rapidamente removido por toracocentese e colocado numa solução fisiológica de 
Tyrode oxigenada com 95% O2 + 5% CO2 (pH 7,4) com a seguinte composição (mM): 
NaCl 137; NaHCO3 11,9; glucose 11,2; KCl 2,7; CaCl2 1,8; MgCl2 1; NaH2PO4 0,4. 
 
Fig. 7 – Animais e preparação experimental. A - Ratazanas da estirpe Wistar (Rattus norvegicus); B - Isolamento do órgão de 
interesse, o coração; C - Aurícula direita e esquerda intactas e unidas após disseção. 
 
Esta solução foi mantida à temperatura ambiente para provocar paralisia cardíaca por 
redução da atividade metabólica das preparações. No período entre o isolamento do 
coração e a sua paralisia, permitiu-se que este contraísse espontaneamente com a 
finalidade de expulsar o sangue contido nas suas cavidades. De forma semelhante ao 
A B C
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previamente descrito (Ford & Broadley, 1999), com algumas alterações, procedeu-se, 
de seguida, à disseção conjunta de ambas as aurículas. Para facilitar a disseção, cada 
um dos apêndices auriculares foi previamente atado com um fio de sutura. 
Posteriormente, as duas aurículas foram cuidadosamente isoladas dos ventrículos 
pelo sulco AV garantindo que o nó SA permanecia intacto. No final da disseção, as 
aurículas (direita e esquerda) mantinham-se intactas e unidas, contraindo espontânea 
e ritmicamente (Figura 7C). 
Após o isolamento, as aurículas foram montadas em banhos de órgãos com 14 
mL de capacidade e perfundidas continuamente com a solução de Tyrode oxigenada 
mantida a 37ºC (Figura 8). Para tal, as aurículas foram fixadas verticalmente pelas 
extremidades auriculares a um suporte de acrílico e a um transdutor de força 
isométrico (MLT050 / D, ADInstruments, Colorado Springs, CO, USA). A tensão 
isométrica do tecido foi registada continuamente utilizando um transdutor de força 
devidamente ligado a um sistema informatizado de aquisição de dados PowerLab 
(Chart 5, version 4.2; ADInstruments, Colorado Springs, CO, USA) (Figura 8). 
 
Fig. 8 – Representação exemplificativa do set-up de contração onde são realizados os estudos miográficos após montagem das 
aurículas isoladas no banho de órgãos. 
 
As experiências foram realizadas em tecidos estirados previamente com uma 
tensão aproximada de 9,8 mN. A perfusão contínua das preparações com a solução 
de Tyrode aquecida e oxigenada durante cerca de 30-60 minutos (Figura 9) permitiu a 
recuperação progressiva do ritmo sinusal das contrações auriculares. Este período de 
equilíbrio foi mantido até que se atingissem valores de frequência espontânea e de 
amplitude contrátil constantes durante pelo menos 5 minutos. Atingido o equilíbrio, os 
fármacos a testar foram aplicados em regime de incubação, de forma a se obterem 
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15 minutos entre cada concentração. Quando nas mesmas preparações se 
pretendiam realizar várias curvas procedia-se a uma lavagem entre as curvas até que 
as bandas atingissem os valores semelhantes aos iniciais (~30 a 60 minutos) (Figura 
9). Os fármacos foram removidos do banho por perfusão das preparações com a 
solução de Tyrode aquecida e oxigenada. É ainda importante referir que não se 
realizaram curvas concentração-resposta de diferentes fármacos utilizando a mesma 
preparação, ou seja, em cada preparação experimental foi testado unicamente um 
protocolo. 
Os registos miográficos permitiram avaliar a frequência (efeito cronotrópico) e a 
força (efeito inotrópico) de contração espontânea das aurículas isoladas de ratazana. 
Em algumas das experiências, o desenvolvimento da força isométrica foi testado a 
uma frequência fixa de 240 batimentos por minuto (4 Hz). Ou seja, nestas experiências 
testaram-se os efeitos de determinados fármacos utilizando aurículas esquerdas 
estimuladas eletricamente e aurículas direitas a contrair espontaneamente. A 
estimulação elétrica auricular (4 Hz, 2 ms) foi realizada utilizando um estimulador 
Grass S48 (Quincy, MA, EUA) por meio de dois elétrodos de platina posicionados em 
cada lado das preparações. Antes do equilíbrio, as aurículas esquerdas eram 
estimuladas com uma voltagem 200% acima do limiar de excitabilidade, de forma a 
recrutar todas as fibras e mimetizar o que acontece “in vivo”. 
 
3. Protocolos Experimentais 
Após a estabilização da preparação (~30-60 minutos) mediante perfusão 
contínua com solução de Tyrode, interrompia-se a perfusão e a preparação equilibrava 
cerca de 15 minutos. Após este tempo de equilíbrio iniciava-se a incubação com os 
diferentes fármacos a testar, em regime não cumulativo (Figura 9). A Figura 26 (ver 
Anexos) resume as manipulações farmacológicas efectuadas neste estudo. 
Os fármacos testados foram o ATP (0,01-1 mM; ligando dos P2XR e P2YR) e o 
ADP (0,01-1 mM; ligando dos P2Y1,12,13R), no que respeita aos nucleótidos de 
adenina, e a ADO (100 µM; ligando dos recetores P1) como nucleósido de adenina. 
Também os nucleótidos do uracilo, o UTP (0,01-1 mM) e o UDP (0,01-1 mM) foram 
testados. O UTP atua principalmente nos P2Y2,4R, enquanto o UDP é o ligando ativo 
do P2Y6R. 
O ATP (0,01-1 mM), o ADP (0,01-1 mM) e a ADO (100 µM) foram testados na 
presença de DPCPX (100 nM; antagonista seletivo do A1AR). O nucleótido trifosfato foi 
igualmente testado na presença de: (1) polioxometalato 1 (POM-1; 100 μM; inibidor 
das E-NTPDases 1, 2, 3); (2) POM-1 (100 μM; inibidor das E-NTPDases 1, 2, 3) e 
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DPCPX (100 nM; antagonista seletivo do A1AR); (3) piridoxal fosfato-6-azo(ácido 
benzeno-2,4-dissulfónico) (PPADS; 10 μM; antagonista não seletivo dos P2XR); (4) 
suramina (10 μM; antagonista não seletivo dos recetores P2); (5) 3-[[5-(2,3-
diclorofenil)-1H-tetrazol-1-il]metil]piridina (A-438079; 3 μM; antagonista seletivo do 
P2X7R); (6) 5-(3-bromofenil)-1,3-dihidro-2H-benzofuro[3,2-e]-1,4-diazepin-2-ona (5’-
BDBD; 10 μM; antagonista seletivo do P2X4R); (7) ivermectina (10 μM; modulador 
alostérico positivo do P2X4R); (8) ivermectina (10 μM) e DPCPX (100 nM); sendo que 
nestes protocolos experimentais foi testada apenas a concentração de 100 µM de 
ATP.  
O ADP, apenas na concentração de 100 µM, foi também testado na presença 
de 2´-deoxy-N6-metiladenosina 3´,5´-bifosfato (MRS2179; 0,3 μM; antagonista seletivo 
do P2Y1R) e na presença conjunta de MRS2179 (0,3 μM) e DPCPX (100 nM).  
A influência do α,β-meATP (100 µM; análogo estável do ATP e agonista dos 
P2X1R, P2X3R e P2X2/3R) e do 5’-(γ-tio)trifosfato de adenosina (ATPγS; 1, 10, 30 e 
100 µM; análogo estável do ATP) nas respostas contráteis foram também testadas. O 
ATPγS (100 µM) foi igualmente testado na presença do antagonista dos A1AR, 
DPCPX (100 nM). 
 
Fig. 9 – Representação esquemática simplificada do procedimento experimental nas experiências de contração espontânea de 
aurículas isoladas de ratazana. Apesar de não representado, este procedimento pode ser repetido várias vezes com um período de 
lavagem entre cada incubação do fármaco 1 de 15 minutos. Isto acontece para o caso em que várias concentrações do fármaco são 
testadas. 
 
Todas as soluções de agonistas testados foram incubadas cerca de 5-10 
minutos no banho (Figura 9), até estabilização da resposta ao agonista. Na maioria 
dos protocolos experimentais realizados com antagonistas / inibidores, as preparações 
foram pré-incubadas com o antagonista / inibidor durante pelo menos 15 minutos 
antes da aplicação dos fármacos a testar (agonistas) (Figura 9). Nos protocolos em 
que se utilizou DPCPX em associação com outros compostos, o antagonista do A1AR 
foi pré-incubado 15 minutos antes da aplicação dos outros fármacos moduladores, 
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A escolha das concentrações dos agonistas e antagonistas / inibidores usados 
neste estudo baseou-se na avaliação dos seus efeitos através da análise de curvas de 
concentração-resposta realizadas previamente ou no intervalo de seletividade desses 
compostos descritos na literatura, garantindo que os vários antagonistas / inibidores 
produziam efeitos depressores ou estimuladores cardíacos comparáveis. No caso da 
DPCPX, a concentração a usar baseou-se na literatura (Musial et al., 2012) e em 
resultados anteriores obtidos no Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia do 
ICBAS, onde demonstraram que 100 nM de DPCPX bloqueava completamente a 
atividade do A1AR induzida pela (R)-N
6-(1-metil-2-feniletil)adenosina (R-PIA), um 
análogo estável da ADO. Foram também tomadas precauções de modo a que nenhum 
dos compostos pudesse modificar a frequência e / ou a tensão das contrações 
auriculares espontâneas por mais de 30% quando utilizados sozinhos. 
 
4. Materiais e Soluções 
Os fármacos ATP, ADP, UTP, UDP, ADO, α,β-meATP, ATPγS, suramina e 
ivermectina foram adquiridos à Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), enquanto a POM-
1, o A-438079, o MRS2179, o 5’-BDBD foram obtidos da Tocris Cookson Inc. (Bristol 
UK). A DPCPX foi obtida da Sigma / RBI (Natick, MA) e o PPADS foi obtido da Ascent 
Scientific (Bristol, UK). 
As soluções de armazenamento de A-438079, 5’-BDBD e ivermectina foram 
preparadas em dimetilsulfóxido (DMSO), enquanto a DPCPX foi dissolvida em 99% 
DMSO / 1% NaOH 1 mmol L-1 (v v-1). As soluções dos restantes fármacos foram 
preparadas, diariamente, em água bi-destilada ou diretamente dissolvidas na solução 
de Tyrode. Todas as soluções de armazenamento foram fracionadas em alíquotas 
mais pequenas e congeladas a -20⁰C. Diariamente foram feitas diluições das soluções 
de armazenamento em solução Tyrode e foram realizados controlos adequados com 
os solventes utilizados. Não se observaram alterações estatisticamente significativas 
nas experiências controlo realizadas na ausência e na presença dos diversos 
solventes aplicados na concentração máxima utilizada (0,5% v v-1). A solução de 
Tyrode era também preparada diariamente, sendo os reagentes utilizados do mais 
elevado grau de pureza disponível. O pH da solução de superfusão não foi alterado 
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5. Avaliação dos Dados e Análise Estatística 
As contrações isométricas foram registadas e analisadas antes e depois da 
adição de cada fármaco na concentração desejada. A partir dos sinais registados 
informaticamente analisaram-se os seguintes parâmetros: (1) força contrátil (efeito 
inotrópico); e (2) frequência de contração (efeito cronotrópico) (Figura 10).  
 
Fig. 10 – Representação exemplificativa das contrações isométricas em aurículas a contrair espontânea e ritmicamente. O número de 
“ondas” reflete a frequência cardíaca e a sua amplitude média corresponde à força de contração desenvolvida. 
 
O esquema da Figura 11 mostra a forma como foram quantificados os efeitos 
crono- e inotrópicos do ATP, durante as Fases designadas por I e II (e dos restantes 
agonistas estudados que apresentavam um efeito bifásico). Relativamente à força de 
contração, a Fase I representa a diferença entre a tensão ativa mínima após a 
aplicação do fármaco e a tensão ativa imediatamente antes da sua aplicação (valor 
basal), dividida por este valor basal; a Fase II representa a diferença entre a tensão 
ativa máxima (após estabilização) e a tensão ativa imediatamente antes da sua 
aplicação (valor basal), dividida por este valor basal. Desta forma, tanto os efeitos 
negativos (Fase I) como positivos (Fase II) foram expressos em percentagem do 
mesmo valor basal. A frequência de contração (número de batimentos por minuto) foi 
obtida por extrapolação, multiplicando-se por 10 o número de contrações auriculares 
quantificados no intervalo de 6 segundos. Tendo em conta a possível 
interdependência existente entre o crono- e inotropismo, avaliou-se a variação da 
frequência de contração em 2 fases distintas: durante o efeito inotrópico negativo 
(Fase I) e positivo (Fase II), normalizada para a frequência de contração basal (valor 
medido imediatamente antes da aplicação do fármaco) (ver Gergs et al., 2008) (Figura 
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11). Nos vários protocolos experimentais, os resultados refletem percentagens de 
variação em relação ao valor basal, obtido antes da administração do fármaco a testar. 
 
Fig. 11 – Esquema representativo da forma de cálculo do efeito inotrópico negativo (Fase I) e do efeito inotrópico positivo (Fase II) 
do ATP (aplicável aos restantes agonistas estudados que apresentaram um efeito bifásico semelhante). A força de contração 
corresponde aos valores de tensão ativa durante as duas fases, tendo em consideração a tensão ativa antes da aplicação do fármaco 
em estudo (100%) (Adaptado de Gergs et al., 2008). 
 
Os resultados são apresentados como média ± S.E.M para um número n de 
experiências (preparações auriculares). Os resultados foram avaliados por análise de 
variância, tendo-se selecionado o teste ANOVA mais adequado para cada protocolo 
experimental. Utilizou-se o teste de Student-Newman-Keuls para efetuar comparações 
múltiplas emparelhadas, sempre que o teste ANOVA revelava diferenças 
estatisticamente significativas (P<0,05). 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
1. Efeito dos nucleótidos de adenina (ATP e ADP) sobre a contração 
espontânea de aurículas isoladas de ratazana  
O ATP (100 µM), ligando endógeno da maioria dos recetores P2 (ver Figura 26, 
Anexos), exerceu um efeito crono- e inotrópico diferencial sobre a contração 
espontânea de aurículas isoladas de ratazana. A Figura 12 representa um traçado 
original onde é possível observar os efeitos do ATP. 
 
Fig. 12 – Representação do traçado original exemplificativo do efeito cronotrópico e inotrópico diferencial do ATP (100 µM) em 
aurículas isoladas de ratazana a contrair espontaneamente. A linha amarela a tracejado e a escala horizontal representam o momento 
da aplicação e o tempo de incubação do ATP na preparação (5 minutos), respetivamente. 
 
No que respeita ao efeito cronotrópico, após a aplicação do ATP (100 µM) 
observou-se uma redução imediata e significativa (P<0,05) da frequência cardíaca 
(Fase I; -22±1%, n=64) que se manteve até ao final do período de incubação (Fase II; 
-22±2%, n=64). O ATP (100 µM) produziu uma redução transitória na força de 
contração; o efeito inotrópico negativo foi observado em menos de 1 minuto (Fase I; -
11±1%, n=64), ao qual se seguiu uma recuperação progressiva da força contrátil (Fase 
II; +9±2%, n=64) que se manteve até à remoção do nucleótido. Assim, enquanto o 
efeito do ATP (100 µM) sobre a frequência de contração é robusto e sustentado, o 
efeito verificado sobre a força contrátil é transitório (Figuras 12 e 13). 
Para avaliar se os efeitos observados dependem da concentração de ATP, 
foram testadas de forma interpolada (com lavagem intermédia) outras duas 
concentrações (10 µM e 1 mM) do nucleótido. Na concentração mais baixa (10 µM), o 
ATP foi desprovido de efeito sobre as aurículas isoladas a contrair espontaneamente 
(resultados não apresentados). Na concentração mais elevada (1 mM) verificaram-se 
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da atividade espontânea das preparações auriculares (resultados não apresentados). 
Tal pode dever-se ao potente efeito cronotrópico negativo do ATP (ver Figura 12). 
Tendo em consideração estes resultados, as experiências subsequentes foram 





           
Fig. 13 – A) Representação dos traçados originais usados para a quantificação dos parâmetros avaliados (assinalado com Fase I e 
Fase II) durante as contrações isométricas do músculo auricular de ratazana em resposta à aplicação do ATP. B) Representação 
gráfica do efeito do ATP (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de ratazana a contrair 
espontaneamente durante a Fase I e a Fase II. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e tensão basais (antes da 
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A sequência de eventos observada foi consistente nas diferentes preparações 
auriculares estudadas. Os efeitos observados foram revertidos após lavagem e 
induzidos novamente após a reaplicação dos fármacos. Na concentração de 100 µM 
(a concentração intermédia avaliada), o efeito cronotrópico negativo do ATP 
observado permaneceu estável durante pelo menos 15 minutos. Esta observação 
sustenta a hipótese de que o cronotropismo negativo produzido pelo ATP não sofre de 
rápida dessensibilização, contrariamente ao recetor responsável pelo decréscimo 
transitório da força de contração auricular. 
Os efeitos do ATP sobre a força de contração auricular encontrados neste 
estudo são semelhantes aos descritos por outros autores utilizando aurículas 
esquerdas ou direitas isoladas de ratazana (Froldi et al., 1994; Froldi et al., 1997; 
Froldi et al., 2001; Froldi et al., 2005; Musial et al., 2012) e, também, em trabéculas de 
aurícula direita humana estimuladas eletricamente (Gergs et al., 2008). Em todos 
estes estudos, incluindo o nosso, o ATP apresenta um efeito inotrópico negativo de 
instalação rápida, ao qual se segue um período de recuperação podendo mesmo 
chegar a observar-se um aumento ligeiro da força de contração auricular acima da 
linha de base (inotropismo positivo). No entanto, nos estudos anteriores, a 
quantificação do efeito inotrópico positivo foi realizada em relação aos valores obtidos 
durante o período de inotropismo negativo (efeito da Fase I) e não (como em nossa 
opinião deveria ter sido feito) em relação ao valor original antes da aplicação do 
nucleótido (ver Figura 11). O cálculo do efeito inotrópico na Fase II tendo como 
referência um valor inicial mais baixo (efeito da Fase I) realizado por outros autores 
aumenta “artificialmente” o valor obtido e, mais importante, faz depender o efeito 
medido da magnitude da resposta na Fase I, sendo que ambos os efeitos podem ser 
independentes (i.e. produzidos por mecanismos distintos). 
Uma das possíveis limitações da utilização de aurículas isoladas a contrair 
espontaneamente (presente trabalho vs estudos anteriores) prende-se com a 
possibilidade da ocorrência de alterações na contratilidade cardíaca motivadas por 
alterações concomitantes da frequência; por exemplo, a redução da frequência de 
disparo aumenta o Ca2+ residual no interior da fibra miocárdica elevando a força das 
contrações subsequentes (Stemmer & Akera, 1986; Szigligeti et al., 1996). 
Considerando os resultados obtidos com o ATP, verificou-se que a redução da 
frequência de contração inicial (Fase I) não foi acompanhada do correspondente 
aumento do inotropismo (na Fase I). Apesar disso, para esclarecer o possível 
envolvimento do efeito cronotrópico sobre a força de contração, realizaram-se 
experiências onde a contração auricular foi avaliada em preparações estimuladas 
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eletricamente (pacing) com uma frequência pré-definida (4 Hz), sempre superior à 
frequência da atividade espontânea. Desta forma, testaram-se os efeitos do ATP 
(0,01-1 mM) paralelamente em aurículas esquerdas estimuladas eletricamente 
(voltagem 200% acima do limiar de excitabilidade, de forma a recrutar todas as fibras e 
mimetizar o que acontece “in vivo”) e em aurículas direitas (contendo o nó SA) a 
contrair espontaneamente. O efeito bifásico do ATP (100 µM) sobre o inotropismo 
auricular foi observado em ambas as situações (aurículas estimuladas e a contrair 
espontaneamente), sugerindo que os resultados obtidos na força de contração não 
parecem ser dependentes das variações sobre o cronotropismo durante ambas as 
fases avaliadas (resultados não apresentados). 
O efeito do ADP (0,01-1 mM) foi avaliado nas mesmas condições 
experimentais que o ATP. O padrão de resposta obtido para o ADP foi semelhante ao 
observado para o ATP, embora a magnitude dos efeitos observados tenha sido 
globalmente menor. O ADP (100 µM) produziu um efeito inotrópico negativo imediato 
(Fase I; -5±2%, n=14), seguido de um ligeiro aumento da força de contração auricular 
acima do valor basal (Fase II; +7±3%, n=14). O ADP (100 µM) reduziu a frequência 
cardíaca durante ambos os períodos analisados, Fase I (-20±2%) e Fase II (-18±3%) 
(n=14), de forma análoga à do ATP (Figura 14). Estes efeitos foram consistentes nas 
diferentes preparações auriculares estudadas, tendo sido revertidos após lavagem e 
induzidos novamente após a reaplicação do fármaco. 
Tal como o ATP, quando o ADP foi aplicado numa concentração mais elevada 
(1 mM) observou-se uma paragem da contração na maioria das preparações 
auriculares estudadas (n=10/14) que ocorreu imediatamente a seguir ao efeito 
inotrópico negativo inicial (resultados não apresentados). Sobre este aspeto os dados 
existentes na literatura são omissos porque a concentração máxima testada de ADP 
em aurículas isoladas foi de apenas 100 μM (Froldi et al., 1994). Na concentração 
mais baixa de ADP (10 µM) não foram observadas alterações significativas da 
frequência nem da força de contração em relação aos valores auriculares basais. 
Os resultados obtidos são consistentes com os dados da literatura, mostrando 
que o ADP produz efeitos semelhantes ao ATP sobre a contração das aurículas 
isoladas de ratazana (Froldi et al., 1994). Também se observaram efeitos inotrópicos 
do ADP em miócitos embrionários de galinha (Podrasky et al., 1997). Em 2006, foi 
levado a cabo um estudo in vivo em ratazanas onde se analisou o efeito da ADP-
ribose, tendo sido observado que este composto exerce uma ação no coração que é 
independente do seu metabolito, o AMP. Foi evidenciado ainda um efeito cronotrópico 
negativo monofásico dependente da concentração do composto, assim como um 
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efeito inotrópico bifásico (inicialmente negativo seguido por positivo) (Kuz'min et al., 
2006). 
  
              
Fig. 14 – Representação gráfica do efeito do ADP (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de 
ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e 
tensão basais (antes da aplicação do agonista). 
 
Tanto em aurículas esquerdas estimuladas eletricamente (4 Hz, voltagem 
200% acima do limiar de excitabilidade) como em aurículas direitas a contrair 
espontaneamente verificou-se que o ADP (100 µM) produz um efeito inotrópico 
bifásico. Os resultados obtidos sugerem, mais uma vez, que a força de contração não 
depende da variação da frequência cardíaca nestas condições experimentais 
(resultados não apresentados). 
Dado que ambos os nucleótidos de adenina (ATP e ADP) exerceram efeitos 
semelhantes sobre as aurículas de ratazana a contrair espontaneamente, colocou-se a 
hipótese de que o efeito do ATP observado se poderia dever à sua metabolização em 
ADP e, posteriormente, em ADO pelas E-NTPDases (ver Figura 26, Anexos). 
A aplicação de ADO (100 µM) produziu um efeito crono- e inotrópico negativo 
imediato (Fase I; -28±2%, n=15 e -7±2%, n=15, respetivamente) semelhante ao 
observado para os nucleótidos (Figura 15). Porém, durante a Fase II não foi observado 
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pelo contrário, mantiveram-se os efeitos crono- e inotrópico negativos observados 
durante a Fase I (-29±4%, n=13 e -10±5%, n=13, respetivamente) (Figura 15).  
 
 
           
Fig. 15 – Representação gráfica do efeito da ADO (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de 
ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e 
tensão basais (antes da aplicação do agonista). 
 
O efeito inotrópico negativo da ADO observado no presente estudo (aurículas 
de ratazana a contrair espontaneamente) foi de menor amplitude comparativamente 
aos resultados obtidos previamente em aurículas esquerdas de ratazana estimuladas 
eletricamente (Froldi et al., 1994). Por outro lado, durante a Fase II observou-se que o 
efeito inotrópico negativo se mantem, contrariamente ao inotropismo positivo reportado 
pelos mesmos autores. Esta diferença deve-se, em parte, à forma de quantificação do 
parâmetro avaliado por parte dos autores. Analisando pormenorizadamente os 
resultados apresentados naquele trabalho, pode constatar-se que a ADO em nenhuma 
circunstância aumenta a força de contração auricular para além do valor basal de 
referência medido antes da aplicação do nucleósido; existe sim, uma pequena 
recuperação da força de contração auricular na Fase II face ao valor medido na Fase I 
(Gergs et al., 2009). 
Curiosamente, num estudo realizado no início da década de 80 usando tecido 
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contração espontânea caracterizado por uma fase inicial crono- e inotrópica positiva 
seguida de uma fase negativa (Burnstock & Meghji, 1981). Os autores sugeriram que a 
fase positiva seria mediada por purinorecetores P2, ativados pelo ATP, enquanto a 
fase negativa seria mediada por purinorecetores P1, ativados pela ADO. Num estudo 
posterior observou-se que em aurículas de porquinho-da-índia, o ATP exercia uma 
ação inotrópica bifásica inversa, i.e. inicialmente negativa e posteriormente positiva 
(Dorigo et al., 1988), tal como foi observado na ratazana; nesse estudo o efeito 
inotrópico negativo foi abolido pela 8-fenilteofillina, sugerindo o envolvimento de 
recetores do tipo P1 sensíveis à ADO. Num trabalho recente, onde se avaliou a 
sinalização purinérgica em aurículas isoladas de ratazanas diabéticas por injeção de 
estreptozotocina (Musial et al., 2012), verificou-se que no grupo controlo o ATP causou 
um efeito inotrópico negativo seguido de um efeito inotrópico positivo, tanto na aurícula 
esquerda como na direita, tal como foi observado no presente trabalho. A magnitude 
do efeito inotrópico negativo encontrava-se reduzida na aurícula esquerda das 
ratazanas diabéticas com 30 dias de evolução da doença. Já o efeito cronotrópico 
negativo do ATP medido nos animais diabéticos se encontrava aumentado face ao 
que foi observado no grupo controlo. Estes resultados demonstram a existência de um 
interesse potencial no estudo da sinalização mediada pelos nucleótidos de adenina em 
situações de doença cardíaca. 
O facto do ATP, o ADP e a ADO exercerem efeitos crono- e inotrópicos muito 
semelhantes (ordens de grandeza idênticas) sugere que parte do efeito observado do 
ATP se pode dever à sua metabolização em ADO por ação das E-NTPDases 
presentes no tecido (ver Figura 26, Anexos). Todavia, o efeito inotrópico positivo (Fase 
II) subsequente ao negativo (Fase I), apenas se verifica com a aplicação dos 
nucleótidos. Estes resultados levantam algumas questões bastantes pertinentes, tais 
como: (1) como é que um efeito tão rápido que ocorre em menos de um minuto (Fase 
I) depende de um metabolito final da cascata das E-NTPDases? (2) porque é que os 
efeitos crono- e inotrópicos negativos não têm a mesma ordem de grandeza? (3) qual 
ou quais são os mecanismos responsáveis pelos efeitos antagónicos dos nucleótidos 
sobre a força de contração nas duas fases de atuação de cada composto? (4) se o 
ATP é metabolizado em ADO qual é o composto responsável pela segunda fase do 
efeito do nucleótido? 
Uma explicação para a existência de uma segunda fase na resposta ao ATP 
pode estar relacionada com variações dos níveis intracelulares de Ca2+ que alterem 
progressivamente a resposta transitória inicial. Esta última hipótese parece ir de 
encontro com a via de transdução de sinal descrita tipicamente para os recetores P1 e 
P2; o A1AR medeia os efeitos cardíacos essencialmente através da abertura de canais 
ICBAS/FCUP 
Resultados e Discussão 
49 
 
de K+ do tipo GIRK (mecanismo rápido), enquanto a maioria dos P2YR envolve 
aumento do Ca2+ intracelular por uma cascata de eventos bioquímicos 
necessariamente mais lentos, não sendo de excluir nesta fase a intervenção de 
recetores ionotrópicos do tipo P2X (ver Introdução). Relativamente à hipótese de que 
os A1AR podem ser sensíveis a nucleótidos como o ATP e o ADP, esta não pode ser 
facilmente eliminada com os dados existentes, tal como se verifica com o AMP 
(Rittiner et al., 2012). Estes resultados sugerem ainda a existência de mecanismos 
moleculares distintos a mediarem os efeitos sobre o cronotropismo e sobre o 
inotropismo nesta preparação, uma vez que o ATP exerceu efeitos diferentes nos dois 
parâmetros avaliados (ver Figura 12 e 13). 
 
2. Influência do bloqueio dos recetores A1 da adenosina nas respostas 
contráteis ao ATP, ADP e ADO em aurículas isoladas de ratazana 
Em estudos prévios realizados no Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia 
do ICBAS, demonstrou-se que o análogo estável da ADO e agonista dos A1AR, R-PIA 
(0,001-1 μM), possuía uma atividade auricular depressora “crono-seletiva”. Isto porque 
o seu efeito cronotrópico negativo foi evidenciado com concentrações trinta vezes 
inferiores às necessárias para se observar o mesmo efeito inotrópico negativo 
(Bragança, 2012). Ambos os efeitos crono- e inotrópico negativos da R-PIA foram 
antagonizados pela DPCPX (100 nM), uma xantina com efeito antagonista seletivo 
sobre os A1AR (Bruns et al., 1987; Lohse et al., 1987; Vahlensieck et al., 1996). Tendo 
em consideração os resultados obtidos anteriormente com os nucleótidos e 
nucleósidos de adenina, o facto do ATP e ADP se hidrolisarem no meio extracelular 
com a formação de ADO (ver Introdução) e, ainda, a circunstância do A1AR ser o 
recetor P1 mais expresso do tecido cardíaco (Headrick et al., 2013), avaliou-se o efeito 
do ATP, ADP e ADO após o bloqueio dos A1AR pela DPCPX (ver Figura 26, Anexos). 
O pré-tratamento das preparações com DPCPX, aplicada durante 15 minutos 
numa concentração (100 nM) que não modificou per se a frequência e a força de 
contração auricular (e.g. Froldi et al., 1994) atenuou significativamente (P<0,05) o 
efeito cronotrópico negativo do ATP, ADP e ADO (100 µM) (Figura 16). Relativamente 
à força de contração, a DPCPX (100 nM) atenuou consistentemente o efeito inotrópico 
negativo da ADO (100 µM). O mesmo ocorreu com o efeito inotrópico negativo do ATP 
e ADP, (100 µM) durante a Fase I, embora a DPCPX (100 nM) não tenha alterado o 
inotropismo positivo verificado na Fase II após a aplicação destes nucleótidos (Figura 
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16). A DPCPX (100 nM) produziu efeitos semelhantes quando os nucleótidos de 
adenina, ATP e ADP, foram testados em concentrações de 10 µM e 1 mM. 
 
               
 
                
Fig. 16 – Representação gráfica do efeito do ATP, ADP e ADO (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas 
isoladas de ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II, na ausência e na presença de DPCPX (100 nM). A 
DPCPX foi incubada no banho 15 minutos antes da aplicação de ATP. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e 
tensão do agonista na ausência do antagonista. 
 
Perante estes resultados é possível que os efeitos crono- e inotrópico 
negativos do ATP e ADP se devam, pelo menos em parte, à formação de ADO pela 
via das E-NTPDases, com subsequente, ativação do A1AR inibitório. Utilizando 
aurículas esquerdas de ratazana e de porquinho-da-índia estimuladas eletricamente já 



















+ DPCPX (100 nM; n=6)
























+ DPCPX (100 nM; n=6)

























ADO (100 M; n=15)




























+ DPCPX (100 nM; n=6)

























+ DPCPX (100 nM; n=6)

























ADO (100 M; n=13)












Resultados e Discussão 
51 
 
ATP (Mantelli et al., 1993; Froldi et al., 1994; Musial et al., 2012). Estudos realizados 
em miócitos ventriculares isolados e em corações intactos sugerem que os efeitos 
mediados pelos A1AR estão ligados a proteínas fosfatases, ou seja, a sua ativação 
promove a desfosforilação de proteínas implicadas no aparelho contrátil através de 
mecanismos independentes do AMPc (Gupta et al., 1993a; Gupta et al., 1993b). Em 
aurículas de porquinho-da-índia observou-se que o efeito inotrópico negativo causado 
por nucleótidos de adenina ocorre através da regulação da condutância membranar ao 
K+, por ativação de canais acoplados a proteínas G (Bohm et al., 1986). Com os dados 
existentes não é, contudo, possível eliminar completamente a possibilidade dos 
nucleótidos de adenina testados, ATP e ADP, ou do seu metabolito, AMP, ativarem 
diretamente os A1AR nas aurículas de ratazana (Rittiner et al., 2012). 
Globalmente, estes resultados sugerem que os efeitos crono- e inotrópico 
negativos do ATP durante a Fase I parecem dever-se à ativação de recetores 
inibitórios do subtipo A1 pela ADO formada por via das E-NTPDases ou, 
alternativamente, por uma ação direta dos nucleótidos sobre estes recetores sensíveis 
à DPCPX. Subsistem, no entanto, dúvidas em saber se a cinética de metabolização 
dos nucleótidos de adenina e formação de ADO é suficientemente rápida para 
justificar os efeitos crono- e inotrópico negativos operados pelos A1AR na Fase I da 
ação dos nucleótidos. Durante a Fase II, para além do envolvimento destes recetores, 
parece haver a ativação de outro tipo de recetores (possivelmente P2), responsáveis 
por aumentar a força de contração, que se sobrepõem ao efeito inibitório mediado 
pelos A1AR, tal como descrito em trabalhos anteriores (Froldi et al., 1994). No Homem, 
existem evidências que apontam para que tanto o efeito inotrópico negativo como o 
positivo causado pelo ATP possam ser independentes da ativação de A1AR (Gergs et 
al., 2008). 
 
3. Papel das ecto-nucleotidases nas respostas contráteis ao ATP em 
aurículas isoladas de ratazana 
Os nucleótidos de adenina, como o ATP e o ADP, são metabolizados no 
espaço extracelular por uma família de E-NTPDases que apresentam diferentes 
afinidades para os substratos. Esta característica, bem como as diferenças na sua 
distribuição tecidular, podem assumir um carácter muito relevante na acumulação de 
diferentes nucleótidos e nucleósidos no meio extracelular e, por via disso, regular de 
forma fina a sinalização purinérgica (Zimmermann, 2000).  
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O 6-N,N-dietil-D-β,γ-dibromometilenoATP (ARL67156) é um inibidor 
relativamente fraco das E-NTPDases; este inibidor não apresenta efeito sobre a 
atividade da NTPDase 2 e possui um Ki de 27 e de 112 μM respetivamente para as 
NTPDases 1 e 3 (Muller et al., 2006). Recentemente foi descrito o efeito de uma nova 
classe de inibidores das E-NTPDases, os polioxometalatos, onde se inclui a POM-1, 
cuja potência inibitória é maior do que a do ARL67156. No coração, a POM-1 aumenta 
o tamanho do enfarte cardíaco após isquemia e previne os efeitos protetores do pré-
condicionamento cardíaco e renal (Grenz et al., 2007; Kohler et al., 2007). Estes 
efeitos parecem resultar da diminuição do catabolismo do ATP e da formação de ADO, 
à qual se alocam importantes propriedades citoprotetoras. 
No presente trabalho investigou-se o efeito da POM-1 (ver Figura 26, Anexos), 
sobre as aurículas isoladas de ratazana a contrair espontaneamente. Especificamente 
avaliou-se se a POM-1 ao reduzir o catabolismo extracelular do ATP modificava os 
seus efeitos sobre o crono- e o inotropismo auricular. Tendo em conta o valor de Ki 
para as diferentes isoformas destas enzimas (2,58 μM, 28,8 μM e 3,26 μM para as 
NTPDase 1, 2 e 3, respetivamente) usou-se uma concentração elevada de POM-1 
(100 μM) com o intuito de inibir todos os subtipos de E-NTPDases presentes no tecido 
(Muller et al., 2006). 
A incubação com POM-1 (100 μM, durante 15 minutos) não modificou per se a 
frequência de contração espontânea das aurículas, mas aumentou a força de 
contração em +19±3% (n=8); o efeito inotrópico positivo da POM-1 foi semelhante 
quer na ausência quer na presença do antagonista do A1AR, DPCPX (100 nM; n=3; 
resultados não apresentados). Estes resultados estão de acordo com um estudo in 
vivo num modelo de ratinho, onde se verificou que o aumento da biodisponibilidade 
extracelular do ATP através da inibição das E-NTPDases pela POM-1 não alterava per 
se a frequência cardíaca (Kohler et al., 2007). O efeito positivo da POM-1 sobre o 
inotropismo na presença de DPCPX reforça a ideia de que o ATP aumenta a força de 
contração auricular através da ativação de recetores P2 para nucleótidos (ver ponto 2). 
Considerando que o ATP poderá exercer efeitos mistos resultantes da ativação 
direta de recetores P2 e/ou indiretamente por intermédio de recetores P1 pela ADO 
formada no meio extracelular, repetiram-se as experiências na presença de POM-1 
(100 μM) associada ou não à DPCPX (100 nM). Nestas circunstâncias, a POM-1 (100 
µM) aumentou significativamente (P<0,05) os efeitos crono- e inotrópicos negativos do 
ATP (100 µM) durante a Fase I (Figura 17). Na Fase II, o inibidor das E-NTPDases 
potenciou igualmente o efeito cronotrópico negativo do ATP (100 µM), e inverteu o 
efeito inotrópico positivo do nucleótido, contribuindo para prolongar o inotropismo 
negativo observado na Fase I (Figura 17). Estes resultados sustentam a hipótese de 
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que o controlo da frequência e da força de contração auricular operado por purinas é 
bem mais complexo do que se poderia esperar, envolvendo, muito provavelmente, a 
interação entre recetores P1 (do subtipo A1) e P2 sensíveis aos nucleótidos de 
adenina. Nestas condições experimentais, a inibição da metabolização do ATP pela 
POM-1 desvenda na sua plenitude os efeitos do nucleótido sem as ações 
compensatórias dos seus metabolitos, ADP e ADO. Concluindo-se, portanto, que os 
efeitos do ATP (por via da ativação de recetores P2 de natureza ainda desconhecida) 
são predominantemente inibitórios, incidindo sobretudo sobre a frequência 
relativamente à força de contração auricular. 
 
            
Fig. 17 – Representação gráfica do efeito do ATP (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de 
ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II, na ausência e na presença de POM-1 (100 µM). A POM-1 foi 
incubada no banho 15 minutos antes da aplicação de ATP. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e tensão do 
agonista na ausência do inibidor. 
 
4. Influência da ativação e do bloqueio de recetores sensíveis ao ATP 
nas respostas contráteis de aurículas isoladas de ratazana 
 Para comprovar que o efeito do ATP nas aurículas isoladas de ratazana 
envolve a ativação de recetores P2, testou-se um análogo estável do ATP, o α,β-
meATP (ver Figura 26, Anexos), com ação predominante sobre os P2X1R, P2X3R e 
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estruturalmente uma modificação que impede a sua metabolização enzimática em 
ADO, e, portanto, o envolvimento de A1AR (Jacobson, 2010). A incubação com α,β-
meATP (100 µM) não alterou o crono- e o inotropismo de forma significativa durante a 
Fase I (-3±14%, n=2 e -2,2±0,8%, n=2, respetivamente), mas aumentou a frequência 
de contração (P<0,05) sem alterar a força contrátil (+18±3%, n=2 e +6±1%, n=2, 
respetivamente) durante a Fase II (Figura 18). Curiosamente, em estudos anteriores o 
α,β-meATP aumentou a força de contração de forma gradual em aurículas esquerdas 
estimuladas eletricamente, tendo atingindo a resposta máxima aos 10-15 minutos de 
aplicação (Froldi et al., 1994). O número reduzido de experiências efetuadas (n=2) 
com este análogo do ATP impede a retirada de conclusões mais definitivas sobre a 
ação deste composto no coração. 
  
            
Fig. 18 – Representação gráfica do efeito do α,β-meATP (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas 
de ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e 
tensão basais (antes da aplicação do agonista). 
 
De forma a consolidar os resultados obtidos utilizou-se outro análogo estável 
do ATP e agonista não seletivo dos recetores P2, o ATPγS (ver e.g. Duarte-Araújo at 
al., 2009) (ver Figura 26, Anexos). O ATPγS (100 µM) produziu uma diminuição 
imediata da frequência cardíaca (Fase I; -22±3%, n=15) que se manteve numa 


























































Fase I Fase II 
ICBAS/FCUP 
Resultados e Discussão 
55 
 
(Figura 19). Relativamente à força de contração, verificou-se um ligeiro efeito 
inotrópico negativo inicial (Fase I; -5±2%, n=15) que não foi estatisticamente 
significativo (P>0,05), seguido de um inotropismo positivo sustentado (Fase II; 
+19±7%, n=15) (Figura 19). A magnitude do efeito inotrópico positivo do ATPγS (100 
µM) foi superior ao verificado para o ATP (100 µM). Os efeitos do ATPγS (1 µM, 10 µM 
e 30 µM) foram dependentes da concentração utilizada (resultados não apresentados). 
 
            
Fig. 19 – Representação gráfica do efeito do ATPγS (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de 
ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e 
tensão basais (antes da aplicação do agonista). 
 
O efeito do ATPγS (1-100 µM, n=6-7) sobre a força de contração foi também 
avaliado em aurículas esquerdas estimuladas eletricamente (pacing elétrico, 4 Hz, 
voltagem 200% acima do limiar de excitabilidade) tendo sido semelhante ao observado 
nas aurículas (esquerda e direita) a contrair espontaneamente. Estes resultados 
reforçam a ideia de que nestas condições experimentais a força de contração não 
parece ser afetada significativamente por variações na frequência de contração 
auricular. Os dados obtidos com este agonista sugerem o envolvimento de recetores 
P2 inibitórios sensíveis ao ATPγS, para além dos A1AR, no controlo do cronotropismo 
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Na sequência dos resultados obtidos com os agonistas dos recetores P2 
testou-se o efeito do ATP na presença de PPADS e suramina (10 μM), dois 
antagonistas não seletivos destes recetores (Jacobson, 2010) (ver Figura 26, Anexos), 
sobre a atividade das aurículas isoladas de ratazana a contrair espontaneamente. 
Ambos os antagonistas foram aplicados 15 minutos antes do ATP numa concentração 
(10 µM) que não modificou per se a frequência e a força de contração auricular. O 
PPADS atenuou (P<0,05) o efeito cronotrópico negativo do ATP (100 µM) durante as 
Fases I e II (Figura 20). Contrariamente, este antagonista potenciou ligeiramente o 
efeito inotrópico negativo inicial do ATP (100 µM) e inverteu o efeito inotrópico positivo 
observado na Fase II (Figura 20). Por seu lado, a suramina inverteu somente o efeito 
inotrópico positivo do ATP da Fase II (Figura 20), tal como verificado previamente por 
outros autores em aurículas esquerdas estimuladas eletricamente (Froldi et al., 1994). 
Sabendo, que o PPADS na concentração testada (10 µM) se comporta como 
um antagonista P2X preferencial (Erlinge & Burnstock, 2008; Jacobson, 2010), estes 
resultados sugerem o envolvimento de P2XR no efeito cronotrópico negativo do ATP a 
par do efeito mediado pelos A1AR resultante da conversão de ATP em ADO pelas E-
NTPDases (ver Figura 16). Os resultados reforçam, ainda, a hipótese de que o efeito 
do ATP sobre a força de contração se deve ao balanço entre a ativação de P2XR 
(ativados pelo ATPγS) com propriedades inotrópicas positivas e de A1AR (sensíveis à 
DPCPX) com efeito inotrópico negativo (ver ponto 2). 
A participação de P2XR no efeito inotrópico positivo do ATP já foi observada 
por outros autores (Froldi et al., 1994; Mei & Liang, 2001). Uma vez que os P2X1R, 
P2X3R e P2X2/3R ativados pelo α,β-meATP são recetores facilmente 
dessensibilizáveis e, portanto, incompatíveis com o efeito sustentado do ATP e do 
ATPγS sobre o inotropismo auricular (Fase II), averiguámos a contribuição de outros 
recetores P2X recorrendo a antagonistas seletivos.  
O P2X5R é o recetor mais expresso no tecido cardíaco (Musa et al., 2009). No 
entanto, a ausência de ferramentas farmacológicas, nomeadamente de agonistas e 
antagonistas seletivos, dificultou a tarefa para avaliar o envolvimento deste recetor no 
efeito inotrópico do ATP. A contribuição do P2X5R pode ser considerada tendo em 
conta a inversão do efeito inotrópico positivo do ATP pela suramina, já que esta 
apresenta afinidade (pEC50=5,4) para o bloqueio deste recetor (Jacobson, 2010). 
Todavia, não é possível excluir totalmente o envolvimento de P2YR também 
bloqueáveis pela suramina (10 µM) (Erlinge & Burnstock, 2008; Jacobson, 2010).  
Devido àquele constrangimento no estudo do P2X5R resolveu-se explorar o 
papel de outros P2XR expressos no tecido cardíaco e com efeitos cardíacos 
documentados, nomeadamente o P2X7R (Barth et al., 2010; Vasileiou et al., 2010; 
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Vessey et al., 2011) e o P2X4R (Hu et al., 2001; Hu et al., 2002; Shen et al., 2006; 







































Fig. 20 – Representação gráfica do efeito do ATP (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de 
ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II, na ausência e na presença de PPADS (10 µM), suramina (10 µM), 
A-438079 (3 µM) ou de 5´-BDBD (10 µM). Os antagonistas foram incubados no banho 15 minutos antes da aplicação de ATP. *P 
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O antagonista seletivo do P2X7R, A-438079 (3 µM) (Jacobson, 2010) (ver Figura 26, 
Anexos), não alterou per se a frequência e a força de contração auricular. No entanto, 
este antagonista favoreceu o efeito inotrópico negativo do ATP tanto na Fase I como 
na Fase II, sem alterar o efeito cronotrópico negativo sustentado do nucleótido (Figura 
20). 
No que respeita ao antagonista seletivo do P2X4R (5´-BDBD) (ver Figura 26, 
Anexos), a experiência com este fármaco é limitada e não existe até ao momento 
consenso relativamente ao intervalo de concentrações necessárias para bloquear 
estes recetores (Balazs et al., 2013); já foram usadas tanto concentrações baixas (5-
10 µM) como elevadas (30-100 µM) deste composto para o mesmo fim. Tendo em 
conta o valor de IC50 (0,50 µM) do 5´-BDBD (Jacobson, 2010; Balazs et al., 2013) e os 
relatos sobre a utilização deste fármaco em estudos anteriores (Kwon, 2012), usou-se 
no presente trabalho uma concentração intermédia (10 µM) que per se diminuiu a 
frequência e a força de contração em cerca de 30% do valor controlo. Tendo este 
resultado em consideração, pode colocar-se a hipótese de que o bloqueio do P2X4R 
pelo 5’-BDBD contraria o tónus contraturante endógeno do ATP nas aurículas isoladas 
de ratazana a contrair espontaneamente. Tal como o antagonista do P2X7R, o 5´-
BDBD (10 µM) potenciou o efeito inotrópico negativo do ATP (100 µM), mas 
contrariamente ao primeiro atenuou o cronotropismo negativo do mesmo (Figura 20). 
Para investigar melhor o envolvimento do P2X4R, testou-se o efeito da 
ivermectina (10 µM), um modulador alostérico positivo deste recetor (Priel & 
Silberberg, 2004; Jacobson, 2010) (ver Figura 26, Anexos), que não modificou per se a 
frequência e a força de contração das aurículas a contrair espontaneamente. A 
ivermectina (10 µM) potenciou o efeito cronotrópico negativo do ATP (100 µM) nas 
Fases I e II, sem alterar significativamente (P>0,05) o efeito do nucleótido sobre o 
inotropismo (Figura 21). Relativamente ao efeito do P2X4R sobre a frequência de 
contração auricular, estes resultados são concordantes com os obtidos na presença 
do antagonista seletivo dos P2X4R, o 5’-BDBD (10 µM). Assim, parece existir um 
envolvimento dos P2X4R no efeito cronotrópico negativo do ATP (100 µM), que a par 
dos A1AR contribuem para a redução da frequência cardíaca observada (ver ponto 2).  
Parece existir uma interligação entre a ativação dos P2X4R e A1AR, já que a 
aplicação conjunta de ivermectina (10 µM) e do antagonista dos A1AR, DPCPX (100 
nM), preveniu o efeito cronotrópico negativo do ATP (100 µM), sem alterar o efeito do 
nucleótido sobre a força de contração nas Fase I e II (Figura 21). O mesmo foi 
observado quando o análogo estável do ATP, ATPγS (100 µM), foi testado na 
presença do antagonista A1AR, DPCPX (100 nM) (Figura 22). 
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Fig. 21 – Representação gráfica do efeito do ATP (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de 
ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II, na ausência e na presença de ivermectina (10 µM) e ivermectina 
(10 µM) + DPCPX (100 nM). A DPCPX foi incubada no banho 15 minutos antes da aplicação da ivermectina. A ivermectina foi 
incubada 15 minutos antes da aplicação de ATP. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e tensão do agonista na 
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Fig. 22 – Representação gráfica do efeito do ATPγS (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de 
ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II, na ausência e na presença de DPCPX (100 nM). A DPCPX foi 
incubada no banho 15 minutos antes da aplicação de ATPγS. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e tensão 
do agonista na ausência do antagonista.  
 
Haverá, hipoteticamente, uma cooperação ainda mal definida entre os P2X4R e 
os A1AR que permita explicar o fato do efeito cronotrópico negativo do ATP depender 
da ativação dos dois recetores (Figuras 20 e 21), sendo que o efeito do nucleótido se 
perde quase por completo após o bloqueio do A1AR (ver Figura 16). Nestas 
circunstâncias o efeito cronotrópico negativo do análogo estável do ATP, ATPγS (100 
µM), também foi prevenido na presença do antagonista do A1AR, DPCPX (100 nM) 
(Figura 22). O bloqueio da atividade do P2X4R na presença do antagonista do A1AR 
sugere a existência de uma interação física muito próxima entre os dois recetores, tal 
como acontece nos fenómenos de oligomerização. Serão, no entanto, necessários 
estudos adicionais (e.g. ensaios de imunolocalização, co-imunoprecipitação e / ou 
Fluorescence resonance energy transfer – FRET) para avaliar se existe entre estes 
recetores fenómenos de heterodimerização. 
Contrariamente ao que se observou na presença do 5’-BDBD (10 µM) e do A-
438079 (3 µM), respetivamente antagonistas dos P2X4R e P2X7R, a ativação 
alostérica do P2X4R com a ivermectina (10 µM) não modificou o efeito do ATP (100 
µM) sobre a força de contração nas Fase I e II, tanto na ausência como na presença 
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entre os efeitos do antagonista e do modulador alostérico dos P2X4R, respetivamente 
5’-BDBD (10 µM) e ivermectina (10 µM), apontam para que o efeito inotrópico positivo 
do ATP seja possivelmente mediado por recetores do subtipo P2X7 sensíveis ao A-
438079. É, portanto, possível que a entrada de iões Ca2+ através do recetor 
ionotrópico P2X7 contrarie o efeito negativo que a ativação dos A1AR exerce sobre a 
força de contração, justificando o facto de o ATP (100 µM) produzir um maior efeito 
inibitório na presença do A-438079 (3 µM) (ver Figura 20). Importa, todavia, referir que 
o fenómeno de excitação-contração de uma célula cardíaca não depende 
exclusivamente da acumulação intracelular de Ca2+, dependendo de outros fatores, 
como a sensibilidade dos miofilamentos a este catião. 
Em suma, os resultados evidenciam o envolvimento de P2X4R no efeito 
cronotrópico negativo causado pelo ATP em ambas as fases de avaliação, Fases I e II, 
e permitem justificar os efeitos do nucleótido sobre a frequência de contração auricular 
na presença do inibidor das E-NTPDases, POM-1 (100 µM) (Figura 17), assim como 
do seu análogo estável, ATPγS (100 µM) (Figura 19). Já no que respeita ao efeito do 
nucleótido sobre a força de contração auricular, este parece ser devido 
predominantemente à ativação de P2X7R (Figura 20). Embora os P2X7R sejam 
expressos em cardiomiócitos auriculares de ratinho (Barth et al., 2010), não existem 
dados na literatura sobre o seu papel no controlo da frequência e da força de 
contração auricular. Os dados obtidos neste trabalho não permitem excluir 
completamente a participação de P2X4R no efeito inotrópico positivo do ATP (Hu et 
al., 2002). A sobreexpressão deste recetor promove a contratilidade miocárdica (Hu et 
al., 2001; Yang et al., 2004). Em miócitos ventriculares de ratinho, o análogo do ATP, 
2-meSATP, aumentou uma corrente catiónica não seletiva, insensível à suramina e ao 
PPADS (Mei & Liang, 2001). Além disso, a caracterização do efeito do 2-meSATP em 
cardiomiócitos sobreexpressando o P2X4R mostrou que o aumento da resposta 
contrátil dos miócitos não foi acompanhado de qualquer alteração na corrente dos 
canais de Ca2+ tipo L. Esta observação, juntamente com a ausência de despolarização 
em resposta ao 2-meSATP, indica que não há fluxo de Ca2+ através destes canais 
durante a ativação do recetor (Shen et al., 2007).  
 
5. Influência do bloqueio do recetor P2Y1 nas respostas contráteis ao 
ADP em aurículas isoladas 
Como referido anteriormente, o ATP e o ADP exerceram efeitos crono- e 
inotrópicos muito semelhantes (ver Figura 13 e 14, respetivamente). Para além de se 
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verificar que parte do efeito dos nucleótidos se deve à ativação de A1AR (ver Figura 
16), resultante da sua metabolização em ADO por via das E-NTPDases, pareceu 
também importante investigar o papel do recetor metabotrópico P2Y1 na contratilidade 
auricular, por este recetor ser sensível aos dois nucleótidos avaliados, ATP e ADP (ver 
Figura 26, Anexos). O antagonista seletivo dos P2Y1R, MRS2179 (0,3 µM), não 
modificou per se a frequência e a força de contração auricular. O bloqueio do P2Y1R 
potenciou o efeito inotrópico negativo rápido (Fase I) do ADP (100 µM) e reduziu a 
recuperação deste mesmo efeito para os níveis basais (Fase II) (Figura 23). O 
MRS2179 (0,3 µM) não alterou de forma significativa (P>0,05) o cronotropismo 
negativo induzido pelo ADP (100 µM) (Figura 23).  
Curiosamente, as respostas do nucleótido na presença do MRS2179 (0,3 µM) 
foram muito semelhantes às observadas após o tratamento com o antagonista dos 
P2X7R, A-438079 (3 µM) (ver Figura 20), sugerindo que ambos os recetores, P2X7 e 
P2Y1, parecem estar envolvidos no aumento da força de contração auricular 
respetivamente do ATP e do ADP. O efeito inotrópico final observado após a aplicação 
de ATP ou ADP resulta, então, do balanço entre a ativação dos P2X7R / P2Y1R, cuja 
atividade inotrópica positiva é, em parte, contrariada pela ativação de A1AR pela ADO 
gerada extracelularmente por via das E-NTPDases. Num estudo realizado em células 
marcapasso de sapo verificou-se que os P2Y1R são capazes de modular a libertação 
de Ca2+ a partir das reservas do retículo sarcoplasmático (Ju et al., 2003), ao contrário 
do que foi verificado no músculo liso (MacMillan et al., 2012), justificando o efeito 
inotrópico positivo observado.  
Muitos têm sido os estudos que mostram uma interação entre os P2Y1R e 
A1AR (Yoshioka et al., 2001; Yoshioka et al., 2002; Nakata et al., 2005). Porém, 
nenhum destes estudos utiliza tecido cardíaco como preparação experimental, já que 
a expressão cardíaca do P2Y1R na ratazana parece pouco relevante (Musa et al., 
2009). Neste trabalho avaliaram-se os efeitos do ADP (100 µM) após a aplicação 
conjunta de MRS2179 (0,3 µM) e DPCPX (100 nM). Os antagonistas P2Y1R e A1AR 
preveniram o efeito do ADP (100 µM) sobre a contração espontânea das aurículas 
isoladas de ratazana (Figura 23). Estes resultados reforçam a hipótese de que existe 
antagonismo entre as ações dos A1AR e P2Y1R, cuja atividade pode ser abolida na 
presença de DPCPX (100 nM). Portanto, estudos adicionais serão necessários para 













Fig. 23 – Representação gráfica do efeito do ADP (100 µM) sobre a frequência e a força de contração das aurículas isoladas de 
ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II, na ausência e na presença de MRS2179 (0,3 µM) e de MRS2179 
(0,3 µM) + DPCPX (100 nM). A DPCPX foi incubada no banho 15 minutos antes da aplicação do MRS2179. O MRS2179 foi 
incubado 15 minutos antes da aplicação de ATP. *P <0,05 quando comparados com os valores de frequência e tensão do agonista na 
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6. Efeito dos nucleótidos de uracilo (UTP e UDP) sobre a contração 
espontânea de aurículas isoladas de ratazana 
Neste trabalho investigou-se, ainda, o efeito dos nucleótidos de uracilo, UTP e 
UDP, sobre a contração espontânea das aurículas de ratazana, com o objetivo de 
avaliar o papel dos recetores P2Y2, P2Y4 ou P2Y6 na atividade contrátil auricular (ver 
Figura 26, Anexos). A incubação com UTP (100 µM) aumentou ligeiramente a força de 
contração auricular na Fase II de avaliação da atividade, sem afetar significativamente 
a frequência de contração auricular (Figura 24). O efeito do UTP foi dependente da 
concentração (0,01-1 mM). Na concentração máxima utilizada (1 mM), o UTP 
aumentou o inotropismo auricular em 16±8% (n=3; resultados não apresentados). 
Contrariamente ao observado com o UTP, a incubação com UDP (0,01-1 mM) não 
alterou significativamente nenhum dos parâmetros avaliados (força e frequência de 
contração) (Figura 24). 
Os resultados das experiências com os nucleótidos de uracilo sugerem que os 
recetores P2Y2 ou P2Y4 exercem efeitos modestos sobre a contração auricular, 
podendo eventualmente contribuir para o reforço do efeito inotrópico positivo do ATP 
na Fase II. O efeito do UTP sobre a força de contração auricular está em concordância 
com os relatos existentes na literatura para aurículas esquerdas de ratinho (Froldi et 
al., 1994; Froldi et al., 1997; Froldi et al., 2001) e de porquinho-da-índia (Froldi et al., 
1997) estimuladas eletricamente. O mesmo foi observado no coração de ratazana 
(e.g. aurícula esquerda, tiras de ventrículo direito e músculos papilares de ventrículo 
esquerdo) (Froldi et al., 2005). O UTP aumenta a contratilidade de miócitos 
ventriculares de galinha em cultura através do aumento dos níveis de IP3 (Podrasky et 
al., 1997) e de Ca2+ no meio intracelular (Froldi et al., 1997). Foi também sugerido que 
o inotropismo positivo observado para o UTP dependia da ativação da fosfolipase A2 e 
da libertação de prostanóides (Froldi et al., 2005).  
A ausência de efeito do UDP nas aurículas isoladas de ratazana (este trabalho) 
contraria os dados existentes na literatura, na medida em que se verificou que o UDP 
possui um efeito inotrópico auricular (Musial et al., 2012) mediado pela ativação de 
P2Y6R sensíveis ao MRS2578 (Wihlborg et al., 2006). Considerando a ausência de 
efeito do UDP (agonista dos P2Y6R) e da suramina, antagonista P2 com maior 
afinidade para recetores do subtipo P2Y2, é provável que este recetor esteja envolvido, 
ainda que parcialmente na resposta inotrópica positiva do UTP (e ATP) nas aurículas 
isoladas de ratazana a contrair espontaneamente. Será necessário, no entanto, 
realizar estudos com agonistas e antagonistas seletivos destes recetores ou ensaios 
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para avaliar a expressão dos subtipos de recetores P2 sensíveis aos nucleótidos de 
uracilo, para afirmar com mais certeza o grau de envolvimento de cada um destes 
recetores na contratilidade auricular.  
 
 
             
 
            
Fig. 24 – Representação gráfica do efeito do UTP e UDP (100 µM) (A e B, respetivamente) sobre a frequência e a força de 
contração das aurículas isoladas de ratazana a contrair espontaneamente durante a Fase I e a Fase II. *P <0,05 quando comparados 
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Neste trabalho demonstrou-se, pela primeira vez, que os nucleótidos de 
adenina, nomeadamente o ATP, exercem um efeito cronotrópico negativo sustentado 
nas aurículas isoladas de ratazana a contrair espontaneamente. Este efeito é 
parcialmente dependente da ativação de recetores ionotrópicos do subtipo P2X4 e de 
recetores metabotrópicos A1 ativados pela ADO resultante da metabolização 
extracelular dos nucleótidos de adenina pelas E-NTPDases. Para além deste efeito 
sobre a frequência de contração auricular espontânea, tanto o ATP como o ADP 
exercem efeitos inotrópicos negativos transitórios (Fase I), que recuperam em 2-3 
minutos para valores ligeiramente superiores ao período imediatamente anterior à 
adição do nucleótido (Fase II), efeito inotrópico positivo. Enquanto o efeito inotrópico 
negativo produzido pelos nucleótidos de adenina na Fase I é semelhante ao causado 
pelo seu metabolito ativo, ADO, a redução da atividade contrátil causada pelo 
nucleósido não recupera durante o período de aplicação. Estas observações 
sustentam a hipótese de que o efeito do ATP / ADP sobre a força de contração 
auricular resulta do balanço entre a ativação de recetores P2, responsáveis pelo 
aumento da força de contração, e a ativação de recetores inibitórios do subtipo A1 pela 
ADO formada endogenamente. As observações deste estudo sugerem, ainda, uma 
separação molecular entre os mecanismos responsáveis pelos efeitos crono- e 
inotrópicos dos nucleótidos nas aurículas isoladas de ratazana. 
O equilíbrio entre a ativação de recetores inibitórios A1 e excitatórios P2 pode 
ser alterado farmacologicamente: (1) inibindo o catabolismo extracelular dos 
nucleótidos pelas E-NTPDases e, consequentemente, a formação de ADO (incubação 
com POM-1); (2) bloqueando seletivamente os recetores intervenientes (e.g. 5’-BDBD, 
A-438079, MRS2179, DPCPX); ou (3) reforçando a sua atividade usando análogos 
estáveis do ATP (e.g. ATPγS). Neste contexto, concluímos que o efeito inotrópico 
negativo do ATP na Fase I é maioritariamente mediado pela ativação de A1AR 
(bloqueados pela DPCPX). A magnitude do efeito inotrópico negativo pode ser, em 
parte, contrariada pela estimulação progressiva de recetores excitatórios dos subtipos 
P2X7 (bloqueado pelo A-438079), P2Y1 (sensível ao ADP e bloqueado pelo 
MRS2179) e P2Y2 (ativado pelo UTP) (ver Figura 25). É importante notar que a 
recuperação do efeito inotrópico do ATP / ADP (Fase II) não é uma consequência da 
redução da frequência auricular espontânea observada na Fase I, uma vez que a 





A contribuição de diversos recetores para um determinado efeito biológico 
causado por compostos relacionados (e.g. efeito cronotrópico negativo do ATP / ADP / 
ADO) dificulta a caracterização farmacológica dos mesmos utilizando agonistas e 
antagonistas. Neste contexto, detetou-se uma cooperação ainda mal definida entre os 
P2X4R e os A1AR para explicar o efeito cronotrópico negativo do ATP (Figuras 20 e 
21). Os resultados mostram que o efeito cronotrópico negativo do ATP e do seu 
análogo estável, ATPγS, foi prevenido pela DPCPX e este antagonista de A1AR 
também preveniu por completo a potenciação do efeito do ATP na presença do 
modulador alostérico de P2X4R. Esta farmacologia “anómala” pode configurar a 
presença de heterodimerização entre estes dois recetores. Serão, por isso, 
necessários mais estudos para avaliar esta hipótese. Independentemente do 
mecanismo subjacente, vários autores têm sugerido que o aumento da expressão ou 
da ativação dos P2X4R pode representar uma nova estratégia terapêutica na 
insuficiência cardíaca (Yang et al., 2004; Shen et al., 2009). Contudo, os resultados 
obtidos neste estudo não apoiam essa hipótese, já que o modulador alostérico positivo 
utilizado neste trabalho, ivermectina, favoreceu o efeito cronotrópico negativo do ATP 
sem alterar a força de contração das aurículas isoladas a contrair espontaneamente. 
Infelizmente, por falta de agentes farmacológicos adequados, este trabalho não 
avaliou convenientemente o papel dos recetores ionotrópicos P2X5 na atividade 
contrátil espontânea das aurículas isoladas. Estes recetores são os mais expressos no 
tecido auricular, nomeadamente no nó SA, e promovem a elevação dos níveis 
intracelulares de Ca2+. 
Em conclusão, os efeitos dos nucleótidos da adenina sobre a contratilidade 
espontânea das aurículas resultam do balanço entre a ativação de diversos recetores 
purinérgicos, P2 sensíveis aos nucleótidos e P1 estimulados pela ADO resultante do 
catabolismo extracelular do ATP. Por conseguinte, o conhecimento da distribuição 
espacial dos vários intervenientes na cascata purinérgica, tais como sistemas de 
transporte, enzimas e recetores específicos, é fundamental para antecipar as 
respostas biológicas dos vários agentes e, também, para delinear estratégias 
inteligentes para o tratamento de diversas doenças cardíacas. O conhecimento 
aprofundado destes mecanismos de regulação fina da atividade auricular permitirá 
depurar farmacologicamente os efeitos indesejáveis (e.g. redução abrupta da 
frequência cardíaca ou da força de contração) mantendo aqueles considerados 










Fig. 25 – Representação esquemática do mecanismo hipotético responsável pelo efeito cronotrópico negativo monofásico e pelo 
efeito inotrópico bifásico do ATP em aurículas isoladas de ratazana a contrair espontaneamente. As linhas descontínuas representam 
possíveis ligações e a dupla seta representa possível interação entre recetores.  
O ATP atuando via recetores purinérgicos P2 desencadeia diferentes efeitos. A ativação do P2X7R (sensível ao ATP) e do P2Y1R 
(sensível ao ATP e ADP) desencadeia efeitos inotrópicos positivos; a ativação do P2X4R pode desencadear efeitos crono- e 
inotrópicos negativos, provavelmente por interação destes com os A1AR; Por outro lado, o ATP é metabolizado a ADO por ação das 
ecto-nucleotidases. A ADO por via de A1AR exerce efeitos crono- e inotrópicos negativos que mascaram a componente P2. 
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Fig. 26 – Representação esquemática global da ação dos nucleótidos de adenina e uracilo e dos restantes fármacos usados (agonistas, antagonistas e inibidores) sobre os recetores purinérgicos P1 e P2 e sobre as enzimas 
responsáveis pela metabolização dos nucleótidos de adenina. A ação dos agonistas e antagonistas/inibidores utilizados distinguem-se pela cor verde e vermelha, respetivamente.  
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